The role of transcription factor BATF3 in CD30+ lymphomas and genetic characterization of composite lymphomas by Lollies, Anna
Die Rolle des Transkriptionsfaktors BATF3 in 
CD30
+
-Lymphomen  
und die genetische Charakterisierung von 
Kombinationslymphomen 
 
 
Inaugural-Dissertation  
zur  
Erlangung des Doktorgrades  
Dr. rer. nat.  
 
 
der Fakultät für 
Biologie  
an der 
Universität Duisburg-Essen 
 
 
vorgelegt von  
Anna Lollies 
aus Kevelaer  
 
  August 2017 
  
  
Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden am 
Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) des Universitätsklinikums Essen 
durchgeführt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Gutachter: Prof. Dr. Ralf Küppers 
2. Gutachter: Prof. Dr. Perihan Nalbant 
3. Gutachter: Prof. Dr. Andreas Bräuninger 
 
Vorsitzender des Prüfungsausschusses: Prof. Dr. Shirley Knauer 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 26. Oktober 2017 
   
I 
 
Vermerk 
Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in der Fachzeitschrift Leukemia 
publiziert:  
Lollies, A., Hartmann, S., Schneider, M., Bracht, T., Weiss, A.L, Arnolds, J., Klein-
Hitpass, L., Sitek, B., Hansmann, M.L., Küppers, R., Weniger, M.A. (2017).  
An oncogenic axis of STAT-mediated BATF3 upregulation causing MYC activity in 
classical Hodgkin lymphoma and anaplastic large cell lymphoma.  
Leukemia, doi: 10.1038/leu.2017.203. 
  
   
II 
 
Inhaltsverzeichnis 
Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................................... VI 
Abbildungsverzeichnis .................................................................................................... VIII 
Tabellenverzeichnis ........................................................................................................... XI 
1 Einleitung ..................................................................................................................... 1 
1.1 Rekombinationsprozesse während der frühen B-Zell-Entwicklung ....................................... 1 
1.2 Keimzentrumsreaktion ........................................................................................................... 3 
1.3 Pathogenese von B-Zell-Lymphomen .................................................................................... 5 
1.4 Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) ............................................................................................. 7 
1.4.1 Primäres mediastinales B-Zell-Lymphom (PMBL) ............................................................. 7 
1.4.2 Mantel-Zell-Lymphom (MZL) ............................................................................................. 7 
1.4.3 Splenisches Marginal-Zonen-Lymphom (SMZL) ............................................................... 8 
1.4.4 Chronische lymphatische Leukämie (CLL) ........................................................................ 8 
1.4.5 Anaplastisches großzelliges Lymphom (ALCL) ................................................................. 9 
1.4.6 Kombinationslymphome .................................................................................................. 10 
1.5 Hodgkin-Lymphom (HL) ....................................................................................................... 10 
1.5.1 Klassifizierung und Phänotyp des HL .............................................................................. 10 
1.5.2 Ursprung und Klonalität der HRS-Zellen ......................................................................... 12 
1.5.3 Genetische Läsionen in HRS-Zellen................................................................................ 13 
1.5.4 Die Rolle von EBV im HL ................................................................................................. 14 
1.5.5 Deregulierte Signalwege im HL ....................................................................................... 15 
1.5.6 Das Mikromilieu im cHL ................................................................................................... 15 
1.6 Die Rolle der AP-1-Transkriptionsfaktoren in CD30+-Lymphomen ...................................... 16 
1.6.1 Die AP-1-Transkriptionsfaktoren ...................................................................................... 16 
1.6.2 Interaktion von AP-1 mit IRFs .......................................................................................... 18 
1.6.3 Die Funktion von BATFs in den Zellen des Immunsystems ............................................ 19 
1.6.4 AP-1-Transkriptionsfaktoren in der Pathogenese von Lymphomen ................................ 20 
1.7 Zielsetzung der Arbeit .......................................................................................................... 21 
2 Material und Methoden ...............................................................................................23 
2.1 Materialien ............................................................................................................................ 23 
2.1.1 Laborgeräte ...................................................................................................................... 23 
2.1.2 Nährmedien, Puffer und Lösungen .................................................................................. 24 
   
III 
 
2.1.3 Verwendete Zelllinien ...................................................................................................... 25 
2.1.4 Oligonukleotide ................................................................................................................ 25 
2.1.5 TaqMan-Sonden .............................................................................................................. 28 
2.1.6 Antikörper ......................................................................................................................... 28 
2.1.7 Restriktionsenzyme.......................................................................................................... 30 
2.1.8 Kits ................................................................................................................................... 30 
2.1.9 Computersoftware und Statistik ....................................................................................... 31 
2.2 Zellkulturtechniken ............................................................................................................... 31 
2.2.1 Kultivierung von humanen Zelllinien ................................................................................ 31 
2.2.2 Zellzahlbestimmung ......................................................................................................... 32 
2.2.3 Durchflusszytometrie ....................................................................................................... 32 
2.2.4 Interleukin (IL)-Stimulation ............................................................................................... 32 
2.2.5 Inhibitor-Versuche ............................................................................................................ 33 
2.2.6 Annexin V- und PI-Färbung ............................................................................................. 33 
2.2.7 Caspase 3-Färbung ......................................................................................................... 33 
2.2.8 Proliferationsassay........................................................................................................... 34 
2.2.9 MTS-Assay ...................................................................................................................... 34 
2.3 Molekular- und mikrobiologische Methoden ........................................................................ 35 
2.3.1 Isolierung und Sortierung von humanen tonsillären B-Zell-Populationen ....................... 35 
2.3.2 Färbung von Kombinationslymphomen ........................................................................... 36 
2.3.3 Mikrodissektion von Zellen mittels Laser Microbeam Microdissection (LMM)................. 38 
2.3.4 Exom-Sequenzierung von Kombinationslymphomen ...................................................... 38 
2.3.5 IgV-Gen-PCR-Analysen von Kombinationslymphomen .................................................. 39 
2.3.6 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese .............................................................................. 42 
2.3.7 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) .......................................... 42 
2.3.8 Klonierungen .................................................................................................................... 43 
2.3.9 Genexpressionsanalysen (GEP) ..................................................................................... 46 
2.4 Proteinbiochemische Methoden ........................................................................................... 46 
2.4.1 Herstellung von Proteinlysaten ........................................................................................ 46 
2.4.2 Herstellung von nukleären und zytoplasmatischen Proteinlysaten ................................. 47 
2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration............................................................................. 47 
2.4.4 Ko-Immunpräzipitationen (Ko-IP) .................................................................................... 47 
2.4.5 Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) ......................................................................... 48 
2.4.6 Western-Blotting .............................................................................................................. 49 
2.5 Massenspektrometrie mittels LC-MS/MS (Liquid-Chromatographie Massenspektometrie/ 
Massenspektometrie) .......................................................................................................... 50 
2.5.1 Probenvorbereitung und Trypsinverdau .......................................................................... 50 
2.5.2 Identifikation und Quantifizierung von Peptiden .............................................................. 51 
   
IV 
 
2.6 Lentivirale Methoden ............................................................................................................ 51 
2.6.1 Produktion von Lentiviren in HEK 293T-Zellen ................................................................ 51 
2.6.2 Bestimmung des lentiviralen Titers .................................................................................. 52 
2.6.3 Infektion von Zelllinien ..................................................................................................... 52 
3 Ergebnisse ..................................................................................................................54 
3.1 BATF3 aus der AP-1-Transkriptionsfaktor-Familie ist hoch exprimiert in CD30+-Lymphomen
 54 
3.2 Korrelation zwischen EBV-Status und BATF3-Expression in cHL....................................... 58 
3.3 BATF3-Expression in humanen tonsillären B-Zell-Populationen ......................................... 59 
3.4 Ausprägung von AP-1- und IRF-Transkriptionsfaktoren in humanen Lymphomen ............. 61 
3.5 Identifizierung von BATF3-Interaktionspartnern .................................................................. 63 
3.6 Herunterregulation von BATF3 durch shRNA-vermittelten lentiviralen Gentransfer ........... 67 
3.7 Effekt auf das Wachstum von ALCL-, cHL- und PMBL-Zelllinien nach BATF3-
Herunterregulation ............................................................................................................... 69 
3.7.1 Proliferationsanalyse in shBATF3-transduzierten cHL- und ALCL-Zelllinien .................. 71 
3.7.2 Analyse des Zelltods nach BATF3-Herunterregulation im cHL und ALCL ...................... 73 
3.8 GEP von L-428 nach BATF3-Herunterregulation ................................................................ 77 
3.8.1 Expression von BATF in cHL- und ALCL-Linien nach BATF3-Herunterregulation ......... 80 
3.8.2 Genset-Anreicherungsanalyse von shBATF3-transduzierten L-428-Zellen .................... 82 
3.9 MYC ist herunterreguliert nach Transduktion mit shBATF3 ................................................ 84 
3.10 Überexpression von BATF3 kann die MYC-Ausprägung verstärken ................................... 88 
3.11 MYC ist ein direktes Zielgen von BATF3 ............................................................................. 89 
3.12 BATF3-Expression nach MYC-Herunterregulation .............................................................. 91 
3.13 IRF4 hat keinen Einfluss auf die MYC-Expression in cHL-Zelllinien ................................... 93 
3.14 CD30-Expression nach BATF3-Herunterregulation ............................................................. 95 
3.15 BATF3-Expression wird vom JAK/STAT-Signalweg reguliert .............................................. 97 
3.15.1 IL-13-Stimulation führt zur verstärkten BATF3-Expression in cHL-Zelllinien ............ 102 
3.15.2 pSTATs binden an den BATF3-Promotor in cHL- und ALCL-Zelllinien .................... 105 
3.16 Genetische Charakterisierung von Kombinationslymphomen ........................................... 108 
3.16.1 IgV-Gen-Analysen zur Bestimmung der klonalen Verwandtschaft von 
Kombinationslymphomen .......................................................................................... 108 
   
V 
 
3.16.2 Exom-Sequenzierung von Kombinationslymphomen ............................................... 114 
3.16.3 Vorläufige Analyse genetischer Läsionen von Kombinationslymphomen ................. 116 
4 Diskussion ................................................................................................................ 120 
4.1 Rolle des AP-1-Transkriptionsfaktors BATF3 in der Pathogenese von CD30+-Lymphomen
 120 
4.1.1 Ausprägung und Interaktion von BATF3 mit AP-1- und IRF-Faktoren in CD30+-
Lymphozyten und Lymphomzellen ............................................................................... 120 
4.1.2 Assoziation von EBV-Status und BATF3-Expression .................................................... 123 
4.1.3 Essentielle Funktion von BATF3 im cHL, ALCL und PMBL .......................................... 124 
4.1.4 BATF3 und JUN regulieren die Expression von MYC ................................................... 125 
4.1.5 Der JAK/STAT-Signalweg reguliert BATF3 in CD30+-Lymphomen .............................. 127 
4.1.6 Zusammenhang zwischen CD30, MYC und BATFs in der Lymphompathogenese ...... 129 
4.2 Genetische Analyse von Kombinationslymphomen ........................................................... 130 
4.2.1 Untersuchung der klonalen Verwandtschaft von Kombinationslymphomen mittels IgV-
Gen-Analysen ............................................................................................................... 130 
4.2.2 Vorläufige Analyse genetischer Läsionen in Kombinationslymphomen ........................ 135 
5 Zusammenfassung ................................................................................................... 138 
6 Literaturverzeichnis .................................................................................................. 140 
7 Anhang ...................................................................................................................... 159 
7.1 Tabellen .............................................................................................................................. 159 
7.2 Danksagung ....................................................................................................................... 162 
7.3 Publikationsliste ................................................................................................................. 163 
7.4 Lebenslauf .......................................................................................................................... 164 
7.5 Eidesstattliche Erklärung .................................................................................................... 166 
  
   
VI 
 
Abkürzungsverzeichnis 
ABC-DLBCL in vitro-aktiviertes B-Zell-ähnliches DLBCL 
AICE AP-1-IRF-Kombinationselemente (engl. AP-1-IRF composite elements) 
AID Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase 
ALK anaplastische Lymphom-Kinase 
AP-1 Aktivator-Protein-1 (engl. Activator protein-1) 
APC Antigen-präsentierende Zellen 
APC (Farbstoff) Allophycocyanin 
ALCL Anaplastisch-großzelliges Lymphom 
BCR B-Zell-Rezeptor (engl. B-cell-receptor) 
BL Burkitt-Lymphom 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserum-Albumin 
cDC klassische dendritische Zelle (engl. classical dendritic cell) 
cDNA komplementäre DNA 
CDR Komplementarität-bestimmende Region  
(engl. complementarity determining regions) 
CDS kodierende DNA-Sequenz (engl. coding DNA sequence) 
CH konstante Region der schweren Ig-Kette 
ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 
ChIP-seq Chromatin-Immunpräzipitation mit Sequenzierung 
cHL klassisches Hodgkin-Lymphom (engl. classical Hodgkin Lymphoma) 
CLL Chronische lymphozytische Leukämie 
C-Region konstante (engl. constant) Region der Ig-Ketten  
CSR Klassenwechselrekombination 
Ct Schwellenwert-Zyklus (engl. cycle threshold) 
DH Diversitäts-Gensegment der schweren Ig-Kette 
DLBCL diffus großzelliges B-Zell-Lymphom 
DMSO Dimethyl-Sulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid)  
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EBV Epstein-Barr-Virus 
et al. et altera (lat. und andere) 
EtOH Ethanol 
FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung  
(engl. Fluorescence-activated cell sorting) 
FC n-fache Änderung (engl. Fold change) 
FCS fötales Kälberserum 
FDC Follikuläre dendritische Zelle (engl. follicular dendritic cell) 
FITC Fluorescein-Isothiocyanat 
FR Gerüstregionen (engl. framework regions) 
GC Keimzentrum (engl. germinal center) 
GCB-DLBCL GC-B-Zell-ähnliches DLBCL  
(engl. germinal center B-cell-like DLBCL) 
GEP Genexpressionsprofil 
GSEA Genset-Anreicherungsanalyse (engl. gene set enrichment analysis)  
HL Hodgkin-Lymphom 
HRS Hodgkin/Reed-Sternberg 
Ig Immunglobulin 
IgH Immunglobulin schwere Kette (engl. heavy chain) 
IHC Immunhistochemie 
   
VII 
 
IL Interleukin 
IP Immunpräzipitation 
JH Verbindungs-Gensegment der schweren Kette 
JL Verbindungs-Gensegment der leichten Kette 
kb Kilobasen 
kDa Kilodalton 
L leichte Kette (engl. light) 
MACS magnetische Zellseperation (engl. magnetic activated cell sorting) 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex  
(engl. major histocompatibility complex) 
MM Multiples Myelom 
MZL Mantelzell-Lymphom  
mRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA) 
m/z Masse-zu-Ladung (z= Ladungszahl eines Ions) 
NHL Non-Hodgkin-Lymphom 
NLPHL noduläres Lymphozyten-prädominierendes Hodgkin-Lymphom 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PE Phycoerythrin 
PMBL primäres mediastinales B-Zell-Lymphom 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 
qRT-PCR Quantitative Echtzeit (engl. real-time) PCR 
RIPA Radioimmunopräzipitationsassay-Puffer 
RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 
RSS Rekombinations-Signal-Sequenzen  
RT Reverse Transkription 
sek Sekunden 
SHM somatische Hypermutation 
SNV Einzelnukleotid-Varianten (engl. single nucleotide variants, SNVs) 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBS engl. Tris-buffered Saline 
TCR T-Zell-Rezeptor 
TH-Zellen T-Helferzellen 
TNFR Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren 
VAF Allelfrequenz der Variante (engl. Variante Allele Frequency) 
VH variable Region der schweren Ig-Kette 
VL variable Region der leichten Ig-Kette 
WGA Gesamtgenomamplifizierung (engl. whole genome amplification) 
WHO Weltgesundheitsorganisation 
  
   
VIII 
 
Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: BATF3-Expression in Lymphomen. ..................................................................55 
Abbildung 2: BATF3 ist in cHL-, PMBL- und ALCL-Zelllinien stark ausgeprägt. ....................57 
Abbildung 3: EBV-Status und BATF3-Expression im cHL. ....................................................58 
Abbildung 4: BATF3-Expression in humanen Lymphozyten. ................................................61 
Abbildung 5: Ausprägung von JUN und JUNB in cHL- und NHL-Linien. ...............................62 
Abbildung 6: Expression von IRFs in HL- und NHL-Linien. ...................................................63 
Abbildung 7: JUN und JUNB sind Interaktionspartner von BATF3. .......................................66 
Abbildung 8: IRF4 ist nicht im BATF3-Immunpräzipitat zu detektieren. .................................67 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der shRNA-Bindestellen in der BATF3-mRNA. ......67 
Abbildung 10: Überprüfung der Herunterregulation von BATF3 durch vier spezifische 
shRNAs. ...............................................................................................................................68 
Abbildung 11: BATF3-Herunterregulation durch shRNA-vermittelte lentivirale Transduktion.
 .............................................................................................................................................69 
Abbildung 12: Kompetitives Wachstumsverhalten nach BATF3-Herunterregulation in 
Lymphom-Zelllinien. .............................................................................................................71 
Abbildung 13: Reduzierte Proliferation von cHL- und ALCL-Zelllinien nach shBATF3-
Transduktion. .......................................................................................................................73 
Abbildung 14: Verringertes Überleben von L-428, U-HO1 und SR-786 nach BATF3-
Herunterregulation. ...............................................................................................................74 
Abbildung 15: Die Herunter-regulation von BATF3 führt zu einer Zunahme von apoptotischen 
cHL- und ALCL-Zellen. .........................................................................................................75 
Abbildung 16: Erhöhte Caspase 3-Aktivität nach Transduktion von shRNAs gegen BATF3 in 
cHL- und ALCL-Linien. .........................................................................................................76 
   
IX 
 
Abbildung 17: Genexpressionsprofile (GEP) von shBATF3-transduzierten L-428-Zellen. .....78 
Abbildung 18: Validierung von BATF3-Zielgenen in cHL-Zelllinien. ......................................80 
Abbildung 19: BATF-Ausprägung in Lymphom-Zelllinien. .....................................................82 
Abbildung 20: Anreicherung von verschiedenen Gensets in sh4BATF3-transduzierten L-428 
Zellen, die mit dem JAK/STAT-Signalweg verknüpft sind. ....................................................83 
Abbildung 21: MYC-Herunterregulation in shBATF3-transduzierten L-428 und MYC-
Proteinausprägung in HL-Linien. ..........................................................................................85 
Abbildung 22: Abnahme der MYC-Proteinlevel nach BATF3-Herunterregulation in cHL- und 
ALCL-Zelllinien. ....................................................................................................................86 
Abbildung 23: Herunterregulation von BATF3- und MYC-Ausprägung in PMBL-Linien. ........87 
Abbildung 24: Expression von BATF3 kann MYC-Proteinlevel in der U-HO1 cHL-Linie 
verstärken. ...........................................................................................................................89 
Abbildung 25: Schematischer Ausschnitt der genomischen Region von MYC. .....................89 
Abbildung 26: Bindung von BATF3 und JUN an eine AP-1-Erkennungssequenz im MYC-
Promotor. .............................................................................................................................91 
Abbildung 27: MYC-Herunterregulation und BATF3-Ausprägung in cHL- und ALCL-Linien. .93 
Abbildung 28: IRF4-Herunterregulation führt zur Reduktion von MYC in ALCL- nicht aber in 
cHL-Zelllinien. ......................................................................................................................94 
Abbildung 29: CD30-Ausprägung nach BATF3-Herunterregulation. .....................................96 
Abbildung 30: Messung der metabolischen Aktivität von cHL-Zelllinien nach Zugabe des 
JAK2-Inhibitors TG101348. ..................................................................................................97 
Abbildung 31. JAK2-Inhibition führt zur Herunterregulation von BATF3 in cHL- und PMBL-
Linien. ................................................................................................................................ 100 
Abbildung 32: JAK2-Inhibition in ALCL-Zelllinien. ............................................................... 101 
Abbildung 33: IL-13-Stimulation führt zur verstärkten BATF3-Ausprägung in cHL-Linien. ... 104 
   
X 
 
Abbildung 34: IL-21-Stimulation zur Untersuchung der BATF3-Ausprägung in ALCL-
Zelllinien. ............................................................................................................................ 105 
Abbildung 35: STAT-Erkennungssequenzen im BATF3-Gen. ............................................. 105 
Abbildung 36: pSTATs binden an verschiedene Erkennungsstellen im BATF3-Gen. .......... 107 
Abbildung 37: Schematische Darstellung der umgelagerten IgV-Gene. .............................. 109 
Abbildung 38: Analyse der sortierten (Tumor)zellen des ersten Kombinationslymphoms. .. 109 
Abbildung 39: IgV-Genumlagerungen von HRS- und CLL-Zellen des ersten 
Kombinationslymphoms. .................................................................................................... 111 
Abbildung 40: IgV-Genumlagerungen von HRS- und SMZL-Zellen des zweiten 
Kombinationslymphoms. .................................................................................................... 112 
Abbildung 41: IgV-Genumlagerungen von HRS- und MZL-Zellen des dritten 
Kombinationslymphoms. .................................................................................................... 113 
Abbildung 42: Onkogene Wirkung und Regulation von BATF3 in CD30+-Lymphomen. ...... 130 
  
   
XI 
 
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Liste aller Geräte, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. ....................23 
Tabelle 2: Liste aller verwendeten Nährmedien, Puffer und Lösungen. ................................24 
Tabelle 3: Verwendete Zellinien. ..........................................................................................25 
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide. ...............................................................................25 
Tabelle 5: Liste aller verwendeten TaqMan-Sonden. ............................................................28 
Tabelle 6: Verwendete primäre Antikörper. ...........................................................................28 
Tabelle 7: Verwendete sekundäre Antikörper. ......................................................................29 
Tabelle 8: Verwendete Restriktionsenzyme. .........................................................................30 
Tabelle 9: Verwendete Kits. ..................................................................................................30 
Tabelle 10: Verwendete Reagenzien für die erste Runde der IgV-Gen-PCR. .......................40 
Tabelle 11: Das PCR-Programm für die erste Runde der IgV-Gen-PCR. .............................41 
Tabelle 12: Verwendete Reagenzien für die zweite Runde der IgV-Gen-PCR. .....................41 
Tabelle 13: Reaktionsbedingungen der zweiten Runden der IgV-Gen-PCR. ........................41 
Tabelle 14: Sequenzreaktion zur Sequenzierung der shRNA nach Klonierung in den LeGO-
Vektor. ..................................................................................................................................45 
Tabelle 15: PCR-Konditionen der Sequenzreaktion. .............................................................45 
Tabelle 16: Übersicht der BATF3-gefärbten Lymphome mittels IHC. ....................................59 
Tabelle 17: Proteine, die im BATF3-Immunpräzipitat signifikant angereichert sind. ..............64 
Tabelle 18: Die GSEA zeigt unterschiedlich angereicherte Gensets nach BATF3-
Herunterregulation. ...............................................................................................................84 
Tabelle 19: Zusammenfassung der IHC von BATF3, MYC und pSTAT3. ........................... 102 
   
XII 
 
Tabelle 20: Allgemeine Statistik der Exom-Sequenzierung der untersuchten 
Kombinationslymphome. .................................................................................................... 115 
Tabelle 21: Anzahl genetischer Läsionen der drei untersuchten Kombinationslymphome. . 117 
Tabelle 22: Übersicht einiger ausgewählter Kandidatengene der drei 
Kombinationslymphome, die für Validierungsstudien in Betracht gezogen werden. ............ 119 
Tabelle 23: Signifikant regulierte Gene in shBATF3-transduzierten L-428-Zellen. .............. 159 
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1 Einleitung 
Der Mensch besitzt zur Erkennung und Bekämpfung von Pathogenen ein 
Immunsystem, das sich in das angeborene und erworbene (adaptive) Immunsystem 
einteilen lässt. Das angeborene Immunsystem dient der unspezifischen Abwehr von 
Krankheitserregern und wirkt unter anderem über Rezeptoren auf phagozytierenden 
Zellen, die konservierte Pathogenantigene erkennen. Das adaptive Immunsystem 
löst eine spezifische Immunantwort gegen das Pathogen aus. B- und T-Lymphozyten 
sind die wichtigsten Zellen des adaptiven Immunsystems und durch hoch 
spezialisierte Antigen-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche gekennzeichnet. 
T-Lymphozyten erkennen Antigene als prozessierte Peptide auf sogenannten 
MHC-Komplexen (engl. major histocompatibility complex) auf der 
Membranoberfläche von Antigen-präsentierenden Zellen (engl. antigen-presenting 
cells, APCs). Darüber hinaus kann die Erkennung des Antigens über den 
membranständigen B-Zell-Rezeptor (engl. B-cell-receptor, BCR) auf B-Lymphozyten 
erfolgen oder über die von ihnen sezernierten Antikörper. Die Immunantwort lässt 
sich noch weiter unterteilen in eine T-Zell-unabhängige und T-Zell-abhängige 
Immunantwort. Bei beiden Prozessen werden Antikörper von B-Zellen sezerniert, 
hingegen werden nur bei der T-Zell-abhängigen Immunantwort langlebige 
Gedächtnis-B-Zellen und langlebige Antikörper-sezernierende Plasmazellen gebildet. 
Dysfunktionen in den Zellen des adaptiven Immunsystems können sich als 
Immundefizienzen, Allergien oder Autoimmunerkrankungen äußern. Zudem birgt die 
Diversifikation von Antigen-Rezeptoren auf Lymphozyten einige Gefahren, die zu 
DNA-Schädigungen, wie zum Beispiel DNA-Doppelstrangbrüchen und 
chromosomalen Translokationen, führen können und die maligne Transformation von 
Lymphozyten begünstigen.  
1.1 Rekombinationsprozesse während der frühen B-Zell-
Entwicklung 
Während der Embryonalentwicklung entstehen B-Lymphozyten in der fötalen Leber 
und später im Knochenmark des Menschen. Bis eine reife, naive B-Zelle entsteht 
muss zunächst ein funktioneller, nicht-autoreaktiver BCR ausgebildet werden. Dieser 
besteht aus zwei schweren (engl. heavy, H) und zwei leichten (engl. light, L) 
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Immunglobulin (Ig)-Ketten, die wiederum aus einer konstanten (engl. constant, C) 
und einer variablen (engl. variable, V) Region bestehen. Der Isotyp des Antikörpers 
wird von den C-Regionen der schweren Kette bestimmt und übt verschiedene 
Effektorfunktionen aus. Die C-Regionen werden von einem Cμ-, einem Cδ-, einem 
Cε-, einem der zwei Cα- oder einem der vier Cγ-Gene kodiert (Takahashi et al. 
1982). Die spezifische Antigenerkennung erfolgt über die V-Region des BCRs und ist 
in drei hypervariable Regionen (engl. complementarity determining regions, CDR) 
und vier Gerüstregionen (engl. framework regions, FR) unterteilt. Die V-Region der 
schweren Ig-Kette (VH-Region) wird durch somatische Genumlagerungen von V-, 
Diversitäts (D)- und Verbindungs (J)-Segmenten gebildet. Im Menschen sind für die 
VH-Region etwa 40 V-Gensegmente, 23 D-Gensegmente und 6 J-Gensegmente zu 
finden, wovon jeweils eins für die Ausbildung der VH-Region benutzt wird (Corbett et 
al. 1997, Murphy et al. 2016). Die sogenannte VDJ-Rekombination wird von den 
beiden Lymphozyten-spezifischen Enzymen RAG1 und RAG2 (engl. recombination-
activating gene 1/2) vollzogen (Oettinger et al. 1990, McBlane et al. 1995). Die V-, D- 
und J-Gensegmente sind an ihren 5´- und 3´-Enden durch Rekombinations-Signal-
Sequenzen (RSS) gekennzeichnet, welche von RAG1 und RAG2 erkannt und 
geschnitten werden (Gellert 2002). Bei der anschließenden Zusammenlagerung der 
V-, D- und J-Gensegmente kommt es zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur, 
welche an einer variablen Position wieder geöffnet wird, wodurch es zu 
überhängenden Nukleotiden kommen kann. Diese werden durch komplementäre 
Basen wieder aufgefüllt, sodass palindromische Sequenzen (P-Nukleotide) 
entstehen, was zu einer Diversifikation des BCRs führt. Ebenso können 
Exonukleasen die Verbindungsstellen durch den Abbau von Basen weiter 
modifizieren und das Enzym Terminale Desoxynukleotidyltransferase kann weitere 
nicht-Keimbahn-kodierte Nukleotide, sogenannte N-Nukleotide, zwischen den 
Gensegmenten einfügen. Die Veränderungen der V-Region können zu einer 
Verschiebung des Leserasters führen und die Ausprägung eines funktionellen BCRs 
verhindern. In diesem Fall besteht die Möglichkeit der VDJ-Rekombination auf dem 
zweiten Allel der Zelle (Rajewsky 1996). Die anschließende Umlagerung der leichten 
Ig-Kette erfolgt fast identisch, allerdings fehlen bei der leichten Ig-Kette die D-
Gensegmente. Die leichte Kette wird vom - oder λ-Lokus kodiert. War die VJ-
Rekombination beider Allele des -Lokus nicht erfolgreich, erfolgt die 
Genumlagerung auf dem λ-Lokus (Gellert 2002). 40 funktionelle V- und 5 J-
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Gensegmente sowie 30 funktionelle Vλ- und 4 Jλ-Gensegmente sind im 
menschlichen Genom zu finden. Da mehrere Kopien der V-, D- und J-Gensegmente 
vorliegen und bei der Rekombination der Gensegmente die Verbindungsstellen 
weiter modifiziert werden können, ergibt sich eine sehr hohe 
Kombinationsmöglichkeit von theoretisch etwa 1014 verschiedenen BCR, die ein 
Individuum generieren kann (Sanz 1991). Da jede B-Zelle einen einzigartigen BCR 
ausprägt, kann dieser als klonaler Marker einzelner B-Zell-Klone genutzt werden.  
1.2 Keimzentrumsreaktion 
Als Antwort auf Infektionen mit Pathogenen findet in Lymphfollikeln die 
Keimzentrums (engl. germinal center, GC)-Reaktion statt. Während der GC-Reaktion 
erfolgt die Affinitätsreifung des BCRs, was zu einer höheren Antikörpervielfalt und -
affinität führt und für eine langanhaltende und effiziente Immunität sorgt (MacLennan 
1994). Naive B-Zellen stoßen in der Peripherie auf ein passendes Antigen und 
wandern in sekundäre lymphatische Organe ein, wo sie dann in der T-Zell-reichen 
Zone auf T-Helferzellen (TH-Zellen) und APCs treffen. Die Interaktion mit Antigen-
spezifischen TH-Zellen löst Proliferationssignale in den B-Zellen aus, sodass sich 
Keimzentren ausbilden können. Histologisch lässt sich das GC in eine dunkle Zone, 
in der massive Proliferation stattfindet und eine helle Zone einteilen, in der 
Selektionsprozesse stattfinden. In der dunklen Zone reifen die B-Zellen zu 
sogenannten Zentroblasten, die eine massive Expansion durchlaufen und deren IgV-
Gene durch die somatische Hypermutation (SHM) weiter modifiziert werden (Berek et 
al. 1991, Jacob et al. 1991, Küppers et al. 1993, MacLennan 1994, Rajewsky 1996). 
Unter SHM ist ein genetischer Prozess zu verstehen, der zum Austausch einzelner 
Nukleotide führt aber auch Insertionen und Deletionen verursachen kann und in 
einem Bereich um etwa 2 Kilobasen (kb) stromabwärts von der 
Transkriptionsstartseite der IgV-Gene stattfindet. Die Mutationsrate der SHM liegt bei 
etwa 10-3 bis 10-4 Mutationen pro Basenpaar und Zellteilung (Kocks et al. 1989). Der 
Prozess der SHM betrifft nicht nur IgV-Gene sondern kann mit niedriger Frequenz 
auch in einigen Nicht-Ig-Genen von Post-GC- und GC-B-Zellen nachgewiesen 
werden (Shen et al. 1998, Pasqualucci et al. 2001). Somatisch mutierte 
Zentroblasten wandern als Zentrozyten in die helle Zone des GC ein und erfahren 
hier einen Selektionsprozess im Zusammenspiel mit follikulären dendritischen Zellen 
  Einleitung 
4 
 
(FDCs) und follikulären TH-Zellen. Zentrozyten erkennen unprozessierte Antigene 
auf den FDCs und präsentieren follikulären TH-Zellen über ihren MHC-II-Komplex 
das prozessierte Antigen. Zentrozyten mit hochaffinen BCR erhalten über die 
CD40/CD40L-Interaktion Überlebenssignale und werden positiv selektioniert (De 
Silva et al. 2015). Bei unzureichender Bindungsstärke erfährt die B-Zelle eine 
negative Selektion und wird durch Apoptose eliminiert. Abgestorbene B-Zellen 
werden im GC von spezialisierten Makrophagen phagozytiert (Smith et al. 1998). So 
ist das GC einerseits durch Proliferation der Zentroblasten aber auch durch massives 
Zellsterben gekennzeichnet. Beispielsweise können GC-B-Zellen in vitro nur durch 
anti-apoptotische Signale wie CD40-Stimulation überleben (Feuillard et al. 1995). Bei 
positiver Selektion tritt die Zelle meist erneut in die dunkle Zone des GC ein, um 
weitere Runden der Proliferation und SHM durchlaufen zu können und die Affinität 
des BCRs zu steigern (Kocks et al. 1988, Victora et al. 2010, Dominguez-Sola et al. 
2012). Darüber hinaus kann noch eine Klassenwechselrekombination (engl. class 
switch recombination, CSR) der konstanten Region der Ig-Gene in der hellen Zone 
geschehen. CSR und SHM werden von dem Enzym AID (engl. activation-induced 
cytidine deaminase) initiiert (Revy et al. 2000, Nagaoka et al. 2002). Einerseits 
desaminiert AID bei der SHM Cytidinreste zu Uracil, wodurch verschiedene 
Reparaturmechanismen aktiviert werden, die einen Nukleotidaustausch verursachen 
können. Andererseits verursacht AID während des Klassenwechsels 
Doppelstrangbrüche in den sogenannten Switch-Bereichen, die zum Austausch der 
konstanten Regionen führen. Die Cµ- und Cδ- Regionen werden dann durch eine der 
vier Cγ-Regionen, einer der beiden Cα-Regionen oder die Cε-Region ersetzt. Am 
häufigsten findet CSR im GC statt, allerdings kann CSR ebenfalls in einer T-Zell-
unabhängigen Immunantwort außerhalb des GC stattfinden. Positiv selektionierte 
Zentrozyten können das GC verlassen und zu langlebigen Gedächtnis- oder 
Plasmazellen differenzieren (De Silva et al. 2015). Durch die GC-Reaktion entsteht 
ein immunologisches Gedächtnis, sodass bei erneuter Infektion das Pathogen 
schnell eliminiert werden kann.  
Bei der Ausbildung und Aufrechterhaltung des GC spielen eine Reihe von 
Transkriptionsfaktoren in den B-Zellen eine wichtige, regulatorische Rolle. Ebenso ist 
die Induktion einiger Transkriptionsfaktoren in den GC-B-Zellen essentiell, damit 
diese das GC verlassen und Differenzierungsprozesse eingeleitet werden können. 
BCL6 gilt als der „GC-Masterregulator“ und kontrolliert ein ganzes Netzwerk von 
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Transkriptionsfaktoren, welches an der Formierung und Aufrechterhaltung des GC 
beteiligt ist und ist erstmals in der interfollikulären Zone in B-Zellen, die Kontakt mit 
einem Antigen und der entsprechenden T-Zelle hatten, zu detektieren (Basso et al. 
2010). Interferon-regulierender Faktor (IRF)4 und IRF8 tragen dabei zur BCL6-
Ausprägung bei (Lee et al. 2006, Ochiai et al. 2013). BCL6 gilt als transkriptioneller 
Repressor und inhibiert Gene, die für das Verlassen des GC und die weitere B-Zell-
Differenzierung notwendig sind. So reprimiert BCL6 den BLIMP1-Promotor über die 
Inhibition der transkriptionellen Aktivität von AP-1 (engl. Activator protein-1)-
Proteinen (Vasanwala et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass der AP-1-Faktor 
FRA1 die Expression von BLIMP1 durch Bindung an den BLIMP1-Promotor 
reprimiert und so die Plasmazelldifferenzierung kontrolliert (Grötsch et al. 2014). 
MYC, IRF4 und NFB sind weitere essentielle Faktoren, um ein GC ausbilden zu 
können (Basso et al. 2015). Alle drei Faktoren zeigen ein bimodales 
Expressionsmuster. MYC wird nach der Ausbildung des GC von BCL6 
transkriptionell reprimiert und wird anschließend in einer kleinen Fraktion von 
Zentrozyten exprimiert, die für den Wiedereintritt in die dunkle Zone bestimmt sind 
(Calado et al. 2012, Dominguez-Sola et al. 2012). NFB-Aktivität ist in Zentroblasten 
nicht nachweisbar, wird jedoch wieder in einem Teil der Zentrozyten in der hellen 
Zone induziert, was zur Ausprägung von IRF4 und Reprimierung von BCL6 beiträgt. 
Die IRF4-positiven GC-B-Zellen können sich dann auf das Verlassen des GC und die 
Differenzierung in Richtung Plasmazellen vorbereiten. BLIMP1 und XBP1 sind neben 
IRF4 und NFB weitere essentielle Faktoren der Plasmazellentwicklung (Reimold et 
al. 2001, Shaffer et al. 2002, Basso et al. 2015).  
1.3 Pathogenese von B-Zell-Lymphomen 
Maligne Lymphome sind monoklonale Neoplasien, die von Lymphozyten stammen. 
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt Lymphome in Hodgkin- (HL) und 
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) (Swerdlow et al. 2008). Etwa 95% aller Lymphome 
haben ihren Ursprung in B-Zellen und ein Großteil der B-Zell-Lymphome weist 
somatisch mutierte IgV-Gene auf, was auf einen GC- oder Post-GC-Ursprung 
hindeutet (Küppers et al. 1999, Stevenson et al. 2001, Basso et al. 2015). Die starke 
Proliferation der Zentroblasten in der dunklen Zone, die SHM in den IgV-Regionen 
des BCRs und die CSR dienen der Verbesserung der Antikörperantwort und der 
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Affinitätsreifung des BCRs, allerdings begünstigen diese drei physiologischen 
Prozesse die Anhäufung von genetischen Läsionen und fördern das Risiko der 
malignen Transformation von GC-B-Zellen. So werden während der extrem schnellen 
Proliferation der Zentroblasten im GC DNA-Schäden vermehrt toleriert, was durch 
den GC-Regulator BCL6 vermittelt wird. Dieser reprimiert die Expression einer 
Vielzahl von Genen, die in der DNA-Schädigungsantwort (engl. damage response) 
eine wichtige Rolle spielen wie z.B. TP53, ATM oder ATR (Dent et al. 1997, Cattoretti 
et al. 2005, Basso et al. 2010). Des Weiteren können auch Nicht-Ig-Gene von SHM 
betroffen sein, so ist z.B. BCL6 in normalen GC-B-Zellen somatisch mutiert 
(Pasqualucci et al. 1998). Als aberrante SHM werden Mutationen bezeichnet, die 
bisher ausschließlich in Nicht-Ig-Genen von Tumorzellen gefunden wurden wie z.B. 
PIM1 oder RHOA (Pasqualucci et al. 2001). Aufgrund der Lokalisation der somatisch 
mutierten Sequenzen stromabwärts der Transkriptionsstartseite sind potenziell 
regulatorische Sequenzen betroffen, in denen die SHM zur Deregulation der 
Genexpression beitragen kann. Chromosomale Translokationen als Folge einer 
fehlerhaften V(D)J-Rekombination, CSR oder SHM sind weitere genetische 
Läsionen, die charakteristisch für B-Zell-Lymphome sind (Basso et al. 2015). In der 
Regel sind in B-Zell-NHL (B-NHL) Translokationen zu finden die Onkogene unter 
Kontrolle von Promotoren oder Enhancer des aktiven Ig-Lokus positionieren, was 
eine deregulierte Expression des Onkogens zur Folge hat (Küppers et al. 2001a). 
Beispielsweise tritt beim Mantel-Zell-Lymphom (MZL) eine Ig-assoziierte CCND1-
Translokation auf, die den CCND1-Lokus mit einem Teil des IgH-Lokus verbindet 
(Welzel et al. 2001). Beim Burkitt-Lymphom (BL) ist in fast 100% der Fälle eine Ig-
MYC-Translokation zu detektieren (Taub et al. 1982, Battey et al. 1983). Eine BCL2-
Translokation, bei der BCL2 mit einem DHJH-Gensegment des IgH-Lokus verknüpft 
wird, ist charakteristisch für das follikuläre Lymphom (FL) und hier in etwa 80% aller 
Fälle auffindbar (Küppers 2005). Folge dieser Translokationen ist ein Verlust der 
Regulierbarkeit dieser Gene sowie eine verstärkte Ausprägung ihrer Genprodukte 
(Basso et al. 2015). Ein weiteres wichtiges Merkmal von B-Zell-Lymphomen sind 
Inaktivierungen von Tumorsuppressorgenen. Beispielsweise ist der NFB-Inhibitor 
TNFAIP3 in 30% aller in vitro-aktivierten B-Zell-ähnlichen (ABC)-DLBCL und in 40% 
aller klassischen HL (engl. classical Hodgkin-Lymphoma, cHL)-Fälle mutiert, was zu 
einer funktionellen Inaktivierung von TNFAIP3 (A20) führt und zur konstitutiven 
NFB-Aktivität beiträgt (Compagno et al. 2009, Schmitz et al. 2009).  
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1.4 Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) 
Die NHL gehören zu den malignen Lymphomen und werden anhand ihrer 
genetischen, phänotypischen und klinischen Merkmale in verschiedene Formen 
unterschieden. Diese werden gemäß ihrer Abstammung den Natürlichen Killerzellen 
(NK)-, T-Zellen oder B-Zellen zugeordnet. Der Großteil der NHL stammt von 
entarteten B-Zellen ab, während T-Zell-Lymphome nur etwa 10% aller NHL 
ausmachen. BL, FL und diffus großzellige B-Zell-Lymphome (DLBCL) stammen von 
GC-B-Zellen ab und machen mit ungefähr 80% den Großteil aller B-NHL aus. Das 
MZL ist mit etwa 6% eines der selteneren B-NHL, ebenso wie das primäre 
mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBL), welches nur etwa 2-4% der B-NHL ausmacht. 
Unter den T-Zell-Lymphomen bilden periphere T-Zell-Lymphome die größte Gruppe 
der T-Zell-NHL. Zu ihnen zählt auch das anaplastische großzellige Lymphom (ALCL) 
(Swerdlow et al. 2008).  
1.4.1 Primäres mediastinales B-Zell-Lymphom (PMBL) 
Das PMBL zählt zu den aggressiven Lymphomen und tritt vermehrt bei jungen 
Erwachsenen auf, wobei es häufiger Frauen als Männer betrifft (Swerdlow et al. 
2008). Thymische B-Lymphozyten gelten als Urspungs-Zellen des PMBLs (Isaacson 
et al. 1987, Möller et al. 1989). Phänotypisch exprimieren PMBL-Zellen typische B-
Zell-Marker wie CD20, CD40, CD79a, CD45, CD19 und CD22. Allerdings fehlt die 
Expression des BCRs auf der Zelloberfläche (Möller et al. 1986, Barth et al. 2002). 
Die B-Zell-Transkriptionsfaktoren PAX5, OCT2 und BOB1 sind außerdem 
ausgeprägt. Die Tumorzellen sind meist mittelgroß mit runden und häufig 
pleomorphen Zellkernen und eingebettet in ein diffuses, oftmals sklerosierendes 
Gewebe. Auch wenn HL und PMBL zwei verschiedene Lymphomentitäten darstellen 
sind die Genexpressionsprofile (GEP) beider Lymphome sehr ähnlich (Rosenwald et 
al. 2003, Savage et al. 2003). Außerdem prägen beide Lymphome CD30 auf ihrer 
Oberfläche aus. 
1.4.2 Mantel-Zell-Lymphom (MZL) 
Das MZL stammt von B-Zellen der Mantelzone ab, die das GC in sekundären 
lymphatischen Follikeln umgibt. Dieses eher selten vorkommende Lymphom ist in 
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rund 90% aller Fälle durch die t(11;14)-Translokation gekennzeichnet, was zu einer 
CCND1-Überexpression führt (Li et al. 1999, Jares et al. 2012). Zytologisch wird das 
MZL in eine blastoide und eine klassische Variante eingeteilt. MZL-Zellen 
exprimieren CD5, CD20 und CD43, die GC-Marker CD10 und BCL6 werden nicht 
ausgeprägt (Jares et al. 2012). Studien haben eine starke Ausprägung von SOX11 
unabhängig vom CCND1-Status gezeigt und SOX11 als Onkogen im MZL 
charakterisiert (Ek et al. 2008, Navarro et al. 2012, Vegliante et al. 2013, Narurkar et 
al. 2016). Des Weiteren lassen sich etwa in der Hälfte der Fälle Mutationen und 
Deletionen in dem Tumorsuppressor ATM feststellen (Schaffner et al. 2000). Eine 
umfangreiche IgV-Gen-Analyse konnte zeigen, dass 15-40% der MZL somatisch 
mutierte IgV-Gene besitzen (Hadzidimitriou et al. 2011).  
1.4.3  Splenisches Marginal-Zonen-Lymphom (SMZL) 
Das SMZL stammt vermutlich von B-Lymphozyten der Marginal-Zone (MZ) ab, 
welche die Mantelzone eines GC umgibt. In der Milz umschließt die MZ die weiße 
Pulpa und grenzt diese von der roten Pulpa ab. Das SMZL zählt zu den indolenten 
(niedrigmalignen) Lymphomen mit einer medianen Überlebenszeit von 8-10 Jahren 
und macht nur etwa 1% aller Lymphome aus (Arcaini et al. 2016). Typischerweise 
sind B-Zell-Marker wie CD20, CD79a und IgM zu detektieren (Swerdlow et al. 2008). 
Chromosomale Translokationen sind im SMZL in der Regel nicht zu finden und als 
wichtigste genetische Läsionen gelten Mutationen in NOTCH- und NFB-
Signalmolekülen. So ist NOTCH2 in rund 10-25% der Fälle mutiert (Kiel et al. 2012). 
Inaktivierende Mutationen in IKBKB sind in etwa 10% der SMZL zu finden (Novak et 
al. 2009, Rinaldi et al. 2010, Rossi et al. 2011, Kiel et al. 2012). Ein weiteres Merkmal 
des SMZL sind stereotype BCRs, was darauf hindeutet, dass bestimmte Antigene 
eine Rolle bei der SMZL-Pathogenese spielen (Zibellini et al. 2010). In 10% der 
SMZL ist eine Genumlagerung des IGHV1-2-Segmentes der schweren Kette zu 
detektieren (Zibellini et al. 2010). 
1.4.4  Chronische lymphatische Leukämie (CLL) 
Die CLL gehört zu den häufigsten Leukämien bei Erwachsenen mit einer Inzidenz 
von 1 Fall pro 100.000 Menschen/Jahr. Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose 
liegt zwischen 67 und 72 Jahren und betrifft häufiger Männer als Frauen (Swerdlow 
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et al. 2008). Anhand ihrer IgV-Gene lässt sich die CLL in eine mutierte und eine 
unmutierte Form einteilen, wobei letztere einen aggressiveren klinischen Verlauf 
zeigt (Damle et al. 1999). Charakteristische genetische Läsionen sind Mutationen in 
SF3B1, TP53 und ATM sowie Deletionen in 13q, 11q und 17p (Gaidano et al. 1991, 
Döhner et al. 2000, Quesada et al. 2011, Quesada et al. 2013). CLL-Zellen lassen 
sich anhand ihrer CD5-, CD23- und CD19-Expression identifizieren. Ein Großteil der 
CLL-Zellen exprimiert außerdem CD200, was die häufig recht schwierige 
Unterscheidung vom MZL erleichtern kann (Kretz-Rommel et al. 2008, Palumbo et al. 
2009). Ein weiteres Merkmal der CLL sind stereotype BCRs in etwa 20% aller Fälle, 
was für eine pathologische Relevanz von bestimmten Antigenen spricht 
(Stamatopoulos et al. 2007).  
1.4.5 Anaplastisches großzelliges Lymphom (ALCL) 
Das ALCL ist ein CD30-positives, peripheres T-Zell-Lymphom, welches vor allen bei 
Kindern und Jugendlichen auftritt und etwa 15% aller pädiatrischen NHL ausmacht 
(Swerdlow et al. 2008). Charakteristisch für das ALCL ist neben der starken CD30-
Ausprägung die NPM-ALK (Nucleophosmin-anaplastische Lymphom Kinase)-
Translokation in etwa 50-60% der Fälle (Gascoyne et al. 1999, Suzuki et al. 2000). 
So lässt sich das ALCL in eine ALK+-Gruppe und eine ALK--Gruppe einteilen, welche 
auch als systemisches ALCL zusammengefasst werden. Neben dem systemischen 
ALCL gibt es noch das kutane ALCL mit sehr ähnlichen Charakteristiken. Hinsichtlich 
des klinischen Verlaufs ist die Prognose bei ALK+-ALCL Patienten besser als bei 
ALK--Patienten. Allgemein gilt das ALK+-ALCL als relativ gut therapierbar mit 5-
Jahres-Überlebensraten von 70-86%, wohingegen beim ALK--ALCL nur 5-Jahres-
Überlebensraten von 30-49% erzielt werden (Savage et al. 2008). Morphologisch ist 
das ALCL durch große Tumorzellen gekennzeichnet, deren Zellkerne auffällig groß 
sind und prominente Nukleolen besitzen (Swerdlow et al. 2008). Ein Merkmal des 
ALCLs ist der stark aktive JAK/STAT-Signalweg, der durch konstitutiv aktives STAT3 
aufrechterhalten wird. So sind verschiedene genetische Läsionen in JAK1 und 
STAT3 im ALK--ALCL auffindbar, die zu hyperaktivem STAT3 führen (Crescenzo et 
al. 2015). In ALK+-ALCL kann ALK die aberrante Aktivität von STAT3 auslösen 
(Chiarle et al. 2005).  
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1.4.6  Kombinationslymphome 
In seltenen Fällen treten zwei unterschiedliche Lymphome, sogenannte 
Kombinationslymphome, in einem Patienten auf. Kombinationslymphome sind häufig 
im selben Organ lokalisiert, treten gleichzeitig auf und machen etwa 1-4% aller 
Lymphome aus (Küppers et al. 2014). Häufig sind Kombinationen von einem NHL 
und einem HL zu finden, allerdings gibt es auch Kombinationslymphome, die aus 
zwei NHL bestehen (Jaffe et al. 1994). IgV-Gen-Analysen konnten zeigen, dass etwa 
40-60% der untersuchten Kombinationslymphome klonal verwandt sind und aus 
einer gemeinsamen Vorläuferzelle, oftmals einer GC-B-Zelle, hervorgehen (Küppers 
et al. 2014). Da Kombinationslymphome gemeinsame sowie separate genetische 
Läsionen besitzen können, stellen sie einzigartige Modelle dar, um die Pathogenese 
von Lymphomen zu untersuchen und besser zu verstehen (Bräuninger et al. 1999, 
Küppers et al. 2001b, van den Berg et al. 2002, Tinguely et al. 2003, Rosenquist et 
al. 2004b, Schmitz et al. 2005).  
1.5 Hodgkin-Lymphom (HL) 
Das HL wurde erstmals im Jahr 1832 von dem Arzt Thomas Hodgkin beschrieben. 
Ein wichtiges Merkmal des HLs sind die mononukleären Hodgkin- und multinukleären 
Reed-Sternberg-Zellen (Sternberg 1898, Reed 1902), wobei letztere auffällig groß 
sind und auch als Riesenzellen beschrieben werden. Die Hodgkin/Reed-Sternberg 
(HRS)-Zellen machen nur etwa 1% der Tumormasse aus, der Rest des 
Tumorgewebes ist ein gemischtes Infiltrat von verschiedenen Zelltypen 
hämatopoetischen Ursprungs. Mit einer Inzidenz von etwa 3 Fällen pro 100.000 
Menschen/Jahr ist das HL eines der häufigsten Lymphome in der westlichen Welt 
(Mathas et al. 2016). Das HL trifft vor allem junge Erwachsene zwischen 25 und 30 
Jahren und tritt erneut vermehrt bei älteren Menschen ab 60 Jahren auf. Das HL gilt 
als sehr gut therapierbar. So werden heutzutage Remissionen in rund 80-90% der 
Betroffenen erzielt (Engert 2015, Mathas et al. 2016). 
1.5.1 Klassifizierung und Phänotyp des HL 
Anhand histologischer, morphologischer und immunphänotypischer Unterschiede 
lässt sich das HL in das cHL und das noduläre Lymphozyten-prädominante HL 
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(NLPHL) unterteilen. Das cHL macht mit rund 95% der Fälle den größten Teil aller 
HL aus. Im NLPHL sind die Tumorzellen als Lymphozyten-prädominante (LP)-Zellen 
bekannt, die im Vergleich zu den HRS-Zellen kleiner sind und gefaltete Zellkerne 
aufweisen (Marafioti et al. 1997). Das zelluläre Infiltrat beim NLPHL wird von B-
Lymphozyten und CD57+-TH-Zellen dominiert (Boudova et al. 2003). Die wichtigsten 
Kriterien zur Unterscheidung von cHL und NLPHL sind die Expression von typischen 
B-Zell-Markern, wie z.B. OCT2, BOB1, BCL6 und CD20, der LP-Zellen, wohingegen 
die HRS-Zellen die Ausprägung typischer GC-B-Zell-Marker größtenteils verloren 
haben, dafür aber CD30 und oftmals auch CD15 auf ihrer Oberfläche ausprägen 
(Carbone et al. 1998, Greiner et al. 2005, Swerdlow et al. 2008). Das cHL wird von 
der WHO in vier weitere Untergruppen eingeteilt: Das nodulär-sklerosierende cHL, 
das etwa 70% der cHL-Fälle ausmacht, das gemischt-zellige cHL, das in 15-20% 
aller cHL auftritt, das Lymphozyten-reiche cHL, das in rund 5% der cHL-Fälle 
vorkommt, und das sehr selten auftretende Lymphozyten-arme cHL (Swerdlow et al. 
2008). Das nodulär-sklerosierende cHL ist durch Kollagenfasern gekennzeichnet, die 
sich durch das Tumorgewebe ziehen. Das Infiltrat besteht neben kleineren 
Lymphozyten aus Histiozyten und Eosinophilen. Wie der Name erkennen lässt, sind 
im Mikromilieu des gemischt-zelligen cHL unterschiedliche Zellen des Immunsystems 
zu finden, wie z.B. Lymphozyten, Makrophagen, Neutrophile und Eosinophile. Die 
HRS-Zellen im gemischt-zelligen cHL sind häufiger mit Epstein-Barr-Virus (EBV) 
infiziert als die HRS-Zellen der anderen Subtypen. Im Lymphozyten-reichen cHL sind 
gehäuft B-Zellen anzutreffen und die HRS-Zellen besitzen in ihrer Morphologie eine 
gewisse Ähnlichkeit zu den LP-Zellen. Beim Lymphozyten-armen cHL sind vermehrt 
HRS-Zellen und kaum Lymphozyten auffindbar (Mathas et al. 2016).  
Im Gegensatz zu den Tumorzellen der NHL sind in den HRS-Zellen des cHLs 
typische B-Zell-Marker herunterreguliert (Kuzu et al. 1993, Watanabe et al. 2000, Re 
et al. 2001, Stein et al. 2001, Schwering et al. 2003b). Daher wird von den HRS-
Zellen des cHLs auch von einem Verlust des B-Zell-Phänotyps gesprochen. Dieser 
Verlust ist unter anderem auf eine fehlende oder nur sehr schwache Ausprägung B-
Zell-spezifischer Transkriptionsfaktoren, wie z.B. OCT2, BOB1, PU-1 und EBF1, 
zurückzuführen (Stein et al. 2001, Torlakovic et al. 2001, Overbeck et al. 2012, Bohle 
et al. 2013). Beispielsweise gilt EBF1 als einer der Schlüsselregulatoren des B-Zell-
Differenzierungsprogrammes und supprimiert im Mausmodell die Expression T-Zell-
spezifischer Gene (Pongubala et al. 2008). Darüber hinaus konnte IRF5 als ein 
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weiterer Faktor identifiziert werden, der die Ausprägung B-Zell-spezifischer Faktoren 
verhindert (Kreher et al. 2014). DNA-Methylierungen von B-Zell-spezifischen 
Promotoren können ebenfalls zum Verlust des B-Zell-Phänotyps von HRS-Zellen 
beitragen (Doerr et al. 2005, Ushmorov et al. 2006, Ammerpohl et al. 2012). Einige 
der wenigen Gemeinsamkeiten zwischen B-Zellen und HRS-Zellen sind die 
Expression von CD40, CD80 und MHC-II-Molekülen, welche bei der Interaktion mit 
TH-Zellen eine Rolle spielen (Küppers 2009).  
1.5.2  Ursprung und Klonalität der HRS-Zellen 
Der ungewöhnliche Phänotyp sowie das seltene Vorkommen der HRS-Zellen im 
Tumorgewebe, erschwerten es für eine lange Zeit den Ursprung der HRS-Zellen 
aufzuklären. Mit Hilfe der Mikrodissektion einzelner HRS-Zellen und der Etablierung 
der IgV-Gen-PCR (Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction), 
konnte gezeigt werden, dass fast alle HRS-Zellen umgelagerte, somatisch mutierte 
IgV-Gene besitzen (Küppers et al. 1994, Kanzler et al. 1996b). In etwa 25% der cHL-
Fälle konnten destruktive somatische Mutationen der IgV-Gene in den HRS-Zellen 
gefunden werden, die eine Ausprägung der BCRs verhindern und normalerweise im 
GC zur Apoptose der Zelle führen (Kanzler et al. 1996b, Küppers et al. 1998). Aus 
diesen Gründen wird angenommen, dass HRS-Zellen von prä-apoptotischen GC-B-
Zellen stammen, die durch weitere transformierende Ereignisse der Apoptose 
entkommen sind (Küppers et al. 2012). Ein weiteres Indiz dafür, dass HRS-Zellen 
von GC-B-Zellen abstammen, kommt von Kombinationslymphomen, bestehend aus 
einem cHL und einem NHL, die oftmals klonal verwandt sind und somatisch mutierte 
IgV-Gene mit gemeinsamen als auch separaten Mutationen tragen (Bräuninger et al. 
1999). In seltenen Fällen können HRS-Zellen auch von T-Zellen abstammen wie 
durch die Identifizierung umgelagerter TCR-Gene und der Expression T-Zell-
spezifischer Marker gezeigt werden konnte (Müschen et al. 2000, Seitz et al. 2000). 
Nichtsdestotrotz wird diskutiert, ob diese seltenen cHL-Fälle mit T-Zell-Ursprung als 
T-Zell-Lymphome einzuordnen sind, die den Phänotyp des cHLs nachahmen (Barry 
et al. 2003, Willenbrock et al. 2006). 
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1.5.3 Genetische Läsionen in HRS-Zellen 
Das cHL zeigt eine Vielzahl an strukturellen chromosomalen Aberrationen und weist 
eine starke genetische Instabilität auf (Weber-Matthiesen et al. 1995, Falzetti et al. 
1999). Die Ursachen für die starke genetische Instabilität im cHL sind noch immer 
nicht vollkommen verstanden. Ein möglicher Grund für die genetischen Instabilität 
könnte ein Fehler in der Schwesterchromatid-Kohäsion bei HRS-Zellen sein (Falzetti 
et al. 1999, Stevens et al. 2011). Etwa 20% der cHL-Fälle zeigen Translokationen im 
Ig-Lokus der HRS-Zellen. Allerdings konnten nur in wenigen Fällen die 
Translokationspartner ausfindig gemacht werden, wie z.B. BCL2, REL oder MYC, die 
pathogenetische Rolle der meisten Translokationen ist immer noch unklar (Martin-
Subero et al. 2004, Martin-Subero et al. 2006). In 15% der cHL sind Translokationen 
im MHC-II-Transaktivator-(CIITA)-Gen zu detektieren, was eine verminderte 
Ausprägung von MHC-II auf den HRS-Zellen zur Folge hat und zur Immunevasion, 
dem Entkommen der Tumorzellen vor den Abwehrmechanismen des Immunsystems, 
führt (Steidl et al. 2011). In einer Exom-Sequenzierung von cHL-Fällen konnten 
inaktivierende Mutationen in B2M, einer Untereinheit des MHC-I-Komplexes, in den 
HRS-Zellen gefunden werden, die ebenfalls zur Immunevasion der HRS-Zellen 
beitragen (Reichel et al. 2015). Eine Vielzahl genetischer Läsionen ist bei Mitgliedern 
des NFB-Signalweges zu detektieren. 10-15% der cHL-Fälle weisen inaktivierende 
Mutationen in NFKBIA, einem Inhibitor des kanonischen NFB-Signalwegs, auf 
(Jungnickel et al. 2000, Lake et al. 2009) und 40% der cHL-Fälle besitzen 
inaktivierende Mutationen in TNFAIP3, einem weiteren NFB-Inhibitor (Schmitz et al. 
2009). In den HRS-Zellen ist eine verstärkte Ausprägung des NFB-Faktors REL 
durch genomische Zugewinne und Amplifikationen in rund 50% aller cHL-Fälle zu 
beobachten (Küppers 2012). Weitere chromosomale Amplifikationen betreffen 
Region 9p24, auf der JAK2, JMJD2C, PDL1 und PDL2 lokalisiert sind (Joos et al. 
2000, Green et al. 2010). Die starke Ausprägung von PDL1 und PDL2 auf den HRS-
Zellen sorgt für eine Abschwächung der T-Zell-vermittelten Antitumorantwort und 
trägt dazu bei, dass HRS-Zellen der „Immunsurveillance“, der Erkennung und 
Eliminierung durch Immunzellen, entkommen können (Green et al. 2010, Rui et al. 
2010, Ansell et al. 2015). JAK2 ist nicht nur wichtiges Mitglied des JAK/STAT-
Signalweges, sondern kann auch Histon H3 modifizieren und so Einfluss auf die 
epigenetische Regulation des cHLs ausüben (Rui et al. 2010). Neben der verstärkten 
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Expression von JAK2 sind ebenfalls weitere genetische Läsionen im JAK/STAT-
Signalweg zu finden. In rund 40% der cHL-Fälle sind inaktivierende Mutationen im 
SOCS1-Gen in den HRS-Zellen zu finden (Weniger et al. 2006). Mutationen, die die 
Phosphatase-Aktivität von PTPN1 in den HRS-Zellen reduzieren, sind in ca. 20% der 
cHL-Fälle zu finden (Gunawardana et al. 2014).  
1.5.4 Die Rolle von EBV im HL 
In rund 30-40% der cHL-Fälle in Europa und Nordamerika liegt eine Infektion der 
Lymphomzellen mit EBV, einem γ-Herpesvirus vor (Mathas et al. 2016). EBV-positive 
HRS-Zellen prägen EBV-Gene vom Latenz-Typ-II aus, was anhand der Expression 
von drei viralen Proteinen EBNA1, LMP1 und LMP2A und zwei Gruppen nicht-
kodierender RNAs (EBERs und BARTs) erkennbar ist (Küppers 2009). LMP1 ist als 
Onkogen charakterisiert und die Überexpression führt in Mäusen zu B-Zell-
Lymphomen (Kulwichit et al. 1998). Die Funktion von LMP1 entspricht einem 
aktivierten CD40-Rezeptor und führt zur Aktivierung von NFB, JAK/STAT, AP-1, 
p38 und PI3K (Mosialos et al. 1995, Kilger et al. 1998, Kulwichit et al. 1998, Young et 
al. 2003). LMP2A kann die Rolle des BCRs ersetzen, da B-Vorläuferzellen, die 
LMP2A aber keinen BCR ausprägen, überleben können (Caldwell et al. 1998). 
EBNA1 dient der Replikation des Virusgenoms und kann in HRS-Zellen CCL20 
hochregulieren, um regulatorische T-Zellen anzulocken (Baumforth et al. 2008). Die 
pathogenetische Rolle von EBV im cHL wird durch Studien bekräftigt, die 
veranschaulichen, dass EBV in vitro GC-B-Zellen mit nicht-funktionellen BCR retten 
kann (Mancao et al. 2005). Dass das EBV die pathogenetische Funktion von 
verschiedenen deregulierten Rezeptor-Tyrosinkinasen übernehmen kann, wird durch 
die inverse Korrelation zwischen der Ausprägung von EBV und verschiedenen 
Rezeptor-Tyrosinkinasen bekräftigt (Renné et al. 2007). Darüber hinaus ist ebenfalls 
eine inverse Korrelation zwischen Mutationen in TNFAIP3 und EBV-Infektion im cHL 
festzustellen (Schmitz et al. 2009). Dies ist ein weiterer Hinweis, dass eine Infektion 
mit EBV die pathogenetische Funktion verschiedener, im cHL typischerweise 
deregulierter, Signalwege übernehmen kann. 
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1.5.5 Deregulierte Signalwege im HL 
Die häufigsten genetischen Läsionen im cHL betreffen Mitglieder der NFB- und 
JAK/STAT-Signalwege. Beide Signalwege sind in den HRS-Zellen des cHLs 
konstitutiv aktiv und essentiell für das Überleben der Zellen (Hinz et al. 2001, Kube et 
al. 2001, Martin-Subero et al. 2002, Skinnider et al. 2002a, Baus et al. 2006). Neben 
den beschriebenen genetischen Läsionen sind außerdem autokrine und/ oder 
parakrine Signalkaskaden für die konstitutive Aktivität von JAK/STAT- und NFB-
Signalwegen verantwortlich. So aktivieren beispielsweise Interleukin (IL)-13 und IL-
13-Rezeptor, welche beide von HRS-Zellen ausgeprägt werden, STAT6 im 
Zellinneren (Kapp et al. 1999). Gleiches gilt für die Ko-Expression von IL-21 und IL-
21-Rezeptor auf HRS-Zellen, welche zur Aktivierung von STAT5A, STAT5B und 
STAT3 führt (Lamprecht et al. 2008, Scheeren et al. 2008). Mitglieder der Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-Familie, wie z.B. CD40, CD30, TACI, BCMA und 
RANK, werden von HRS-Zellen ausgeprägt und tragen ebenfalls zu einer 
konstitutiven NFB-Aktivität bei. CD40 interagiert mit CD40L auf T-Zellen, die in 
unmittelbarer Umgebung zu HRS-Zellen liegen (Carbone et al. 1995). Aktives NFB 
kann zudem zu verstärktem STAT5A und STAT5B in den HRS-Zellen beitragen 
(Hinz et al. 2002). Neben diesen beiden Signalwegen sind noch eine Reihe weiterer 
Signalwege dereguliert und konstitutiv aktiv in den Tumorzellen des cHLs. Der PI3K-
AKT-Signalweg wird in HRS-Zellen über Rezeptor-Tyrosinkinasen, CD30, CD40 und 
RANK aktiviert (Küppers 2009). Studien haben gezeigt, dass cHL-Zelllinien bei einer 
Inhibition von AKT sterben (Georgakis et al. 2006). Die deregulierte Aktivität von AP-
1-Faktoren spielt eine weitere entscheidende Rolle in der Pathogenese des cHLs 
und wird in Abschnitt 1.6 näher erläutert. Studien von Watanabe und seinen Kollegen 
haben außerdem gezeigt, dass der AP-1-Faktor JUNB die Ausprägung von CD30 in 
HRS-Zellen regulieren kann (Watanabe et al. 2003, Watanabe et al. 2005). 
1.5.6 Das Mikromilieu im cHL 
Das cHL ist durch einen sehr geringen Tumorzellanteil von nur etwa 1% und ein 
inflammatorisches Infiltrat verschiedenster Immunzellen gekennzeichnet. Einen 
großen Anteil des Tumorgewebes machen CD4+-T-Zellen aus, die die HRS-Zellen 
mit Überlebenssignalen versorgen (Wein et al. 2016). So interagieren CD4+-T-Zellen 
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über ihren CD40L mit CD40 auf den HRS-Zellen und regulatorische CD4+-T-Zellen 
werden von den HRS-Zellen durch CCL5, CCL17 und CCL22 angelockt, wo sie 
wiederum durch die Ausschüttung von IL-10 zytotoxische CD8+-T-Zellen hemmen 
können (Wein et al. 2016). Durch die Ausschüttung verschiedenster Boten- und 
Lockstoffe rekrutieren HRS-Zellen andere Immunzellen und bauen sich so ein 
passendes Mikromilieu auf. IL-5, GM-CSF, CCL5 und CCL28 werden von den HRS-
Zellen sekretiert und führen zur Anlockung von Eosinophilen. Makrophagen und 
Mastzellen werden ebenfalls durch Ausschüttung von CCL5 und Neutrophile durch 
IL-8 angelockt (Skinnider et al. 2002b, Fischer et al. 2003, Hanamoto et al. 2004, 
Aldinucci et al. 2008). Um zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen zu entkommen, 
exprimieren HRS-Zellen IL-10, TGF-β, Galectin-1 und PDL1, welches beispielsweise 
durch Bindung an PD1 Effektor-T-Zellen inhibieren kann. Das Mikromilieu ist 
essentiell für das Überleben der HRS-Zellen, was daran erkennbar ist, dass HRS-
Zellen sehr schlecht zu kultivieren sind und in immundefizienten Mäusen nicht 
überlebensfähig sind (Kapp et al. 1993, Meggetto et al. 1996). Außerdem sind HRS-
Zellen nur selten im peripheren Blut zu finden und sind auch bei Metastasierung in 
nicht-lymphatische Organe vom typischen Mikromilieu umgeben (Küppers 2009). 
1.6 Die Rolle der AP-1-Transkriptionsfaktoren in CD30+-
Lymphomen 
Obwohl cHL, ALCL und PMBL zu verschiedenen Lymphomentitäten zählen, ist eine 
wichtige Gemeinsamkeit neben der Ausprägung von CD30+ und konstitutiv aktiven 
JAK/STAT die starke Ausprägung von AP-1. AP-1-Transkriptionsfaktoren regulieren 
verschiedenste zelluläre Prozesse wie Differenzierung, Proliferation, Apoptose und 
Überleben, spielen allerdings auch in der Pathogenese von verschiedenen Tumoren 
eine Rolle (Eferl et al. 2003, Shaulian 2010). 
1.6.1 Die AP-1-Transkriptionsfaktoren 
AP-1-Transkriptionsfaktoren fungieren als Homo- oder Heterodimere und bestehen 
aus JUN (JUNB, JUN, JUND)-, FOS (FOS, FOSB, FRA1, FRA2)- und ATF (BATF, 
BATF2, BATF3, ATF, ATF3)-Familienmitgliedern, welche zur Gruppe der bZIP (engl. 
basic leucine zipper)-Proteine gehören (Eferl et al. 2003). Allen AP-1-Faktoren 
gemeinsam ist die Erkennung von TRE-Sequenzen (engl. 12-O-
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Tetradecanoylphorbol-13-acetate DNA response element), die aus der Basenfolge 
TGA(G/C)TCA (5´-3´ Richtung) bestehen (Angel et al. 1987). Die bZIP-Domäne dient 
der Dimerisierung mit anderen Proteinen und ist charakteristisch für viele DNA-
bindende Proteine. Die Regulation von AP-1 kann posttranslational über 
Phosphorylierung durch Mitglieder der MAPK-Familie erfolgen. ERK, JNK und p38 
gehören zur MAPK-Familie und werden über verschiedene Stimuli, wie z.B. Zytokine 
oder Wachstumsfaktoren, aktiviert (Zhang et al. 2002, Papoudou-Bai et al. 2016b). 
Aktiviertes ERK, JNK und p38 kann dann AP-1-Faktoren durch Phosphorylierung 
aktivieren. Inwiefern AP-1 über das Zellschicksal entscheidet, hängt vor allem auch 
von der Zusammensetzung der AP-1-Dimere, dem generellen Vorhandensein von 
AP-1 und dem zellulären Kontext ab (Shaulian 2010). Im Allgemeinen fördert 
beispielsweise JUN die Zellproliferation durch Induktion von CCND1 und Hemmung 
von p16 und p21 (Shaulian et al. 2001, Shaulian 2010). JUNB kann einerseits 
Zellproliferation durch die Hemmung von CCND1 und die Induktion von p16 
unterdrücken, andererseits aber auch die Zellteilung durch Induktion von CCNA2 
fördern (Szremska et al. 2003). Das Expressionsmuster der AP-1-Faktoren ist in 
lymphatischen Geweben sehr divers. So sind JUN und JUNB in einigen wenigen 
Lymphozyten im GC und reaktiven Tonsillen ausgeprägt. FOS, FRA1 und ATF3 sind 
dagegen in reaktiven Lymphknoten nicht oder kaum zu detektieren (Mathas et al. 
2002, Szremska et al. 2003, Janz et al. 2006a, Drakos et al. 2007, Papoudou-Bai et 
al. 2015). In Thymozyten ist eine starke Ausprägung von JUND zu sehen, dagegen 
sind JUN und JUNB kaum detektierbar (Meixner et al. 2004, Papoudou-Bai et al. 
2016a). BATFs sind in verschiedenen Zellen des Immunsystems unterschiedlich 
stark ausgeprägt. Während die Expression von BATF und BATF3 auf das 
hämatopoetische System beschränkt ist, ist BATF2 auch in nicht-hämatopoetischen 
Geweben exprimiert (Hildner et al. 2008, Su et al. 2008). BATF und BATF3 zeigen 
eine sich teilweise überlappende Ausprägung in verschiedenen Immunzellen. BATF 
ist in follikulären TH-Zellen und in TH1-, TH2- und TH17-Zellen exprimiert (Schraml 
et al. 2009, Ise et al. 2011, Murphy et al. 2013). Darüber hinaus ist BATF in einer 
Population von GC-B-Zellen zu finden und für die Induktion von AID und die CSR 
verantwortlich (Betz et al. 2010, Ise et al. 2011). In TH1-Zellen ist ebenfalls BATF3 
detektierbar und in geringen Mengen in TH17- und TH2-Zellen. In dendritischen 
Zellen ist BATF3 der dominierende Faktor in der Gruppe der CD11c+ klassischen 
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dendritischen Zellen, in der es essentielle Funktionen übernimmt (Hildner et al. 
2008).  
1.6.2 Interaktion von AP-1 mit IRFs 
Während JUN- und FOS-Transkriptionsfaktoren eine Transaktivierungsdomäne 
besitzen, fehlt den BATFs diese Domäne, weshalb für lange Zeit angenommen 
wurde, dass BATFs nur als transkriptionelle Repressoren fungieren (Aronheim et al. 
1997, Echlin et al. 2000, Iacobelli et al. 2000). Aktuellere Studien zeigten, dass 
BATFs in Kooperation mit IRFs als positive Regulatoren funktionieren und 
einzigartige, nicht-redundante Funktionen in Immunzellen übernehmen (Ise et al. 
2011, Glasmacher et al. 2012, Li et al. 2012, Tussiwand et al. 2012). Im Gegensatz 
zum AP-1-Faktor FOS, der ebenfalls Dimere mit JUN bildet, können BATF-JUN 
Heterodimere mit IRF4 und IRF8 an sogenannten AICE (engl. AP‑1–IRF composite 
elements)-Motiven in der DNA binden (Glasmacher et al. 2012, Li et al. 2012, 
Tussiwand et al. 2012). Funktionelle Analysen von BATF-Mutanten haben 
veranschaulicht, dass die spezifische transkriptionelle Aktivität nicht von der DNA-
Bindedomäne, sondern dem Leucin-Zipper-Motiv ausgeht. Die Interaktion zwischen 
BATFs und IRFs wird dabei über drei Aminosäuren vermittelt, die sich im Bereich der 
bZIP-Domäne von BATF und BATF3 befinden (Tussiwand et al. 2012). Es wird 
angenommen, dass die drei Aminosäuren in der bZIP-Domäne von BATF und 
BATF3 mit der sogenannten IRF-assoziierten Domäne von IRF4 und IRF8 
interagieren (Glasmacher et al. 2012). IRF4- und BATF-defiziente B- und T-
Lymphozyten zeigen einen sehr ähnlichen Phänotyp, was darauf hinweist, dass 
diese beiden Faktoren gemeinsame Zielgene besitzen. IRF4-defiziente Mäuse 
weisen ebenso wie BATF-defiziente Mäuse keine follikulären TH-Zellen auf und 
können aufgrund fehlender AID-Ausprägung keine CSR vollziehen (Klein et al. 2006, 
Ise et al. 2011). Dass IRF4 und BATF überlappende AICE-Motive im Genom von 
TH17-Zellen erkennen und binden, wurde mittels Chromatin-Immunpräzipitationen 
mit anschließender Sequenzierung (ChIP-Seq) identifiziert (Ise et al. 2011, Ciofani et 
al. 2012, Glasmacher et al. 2012). IRF4 oder IRF8 binden zusammen mit BATF-JUN-
Heterodimeren das AICE-Motiv, welches ebenfalls in TH2-Zellen, B-Zellen und 
dendritischen Zellen benutzt wird.  
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1.6.3 Die Funktion von BATFs in den Zellen des Immunsystems 
BATFs sind wichtige Transkriptionsregulatoren des Immunsystems und übernehmen 
entscheidende Funktionen bei der Produktion von Antikörpern, in der Entwicklung 
von klassischen dendritischen Zellen und verschiedenen T-Zell-Populationen. 
Obwohl BATF und BATF3 zell-spezifische Funktionen in verschiedenen Immunzellen 
aufweisen, haben mehrere Studien die Möglichkeit der funktionellen Kompensation 
von BATFs gezeigt. So können sowohl BATF als auch BATF2 während einer 
Infektion die Entwicklung von CD8α+ klassischen dendritischen Zellen (engl. classical 
dendritic cell, cDC) in einer BATF3-defizienten Maus wiederherstellen (Tussiwand et 
al. 2012). Wiederum kann die retrovirale Expression von BATF3 in BATF-defizienten 
Zellen die Funktionen von BATF, die CSR in B-Zellen und die Differenzierung zu 
TH17-Zellen, übernehmen. Hildner et al. beschrieben als Erste das Fehlen von 
CD8α+-cDCs in einer BATF3-defizienten Maus, obwohl BATF3 in CD8α+ und auch 
CD8α--DCs zu detektieren ist. Dies indiziert, dass BATF3 mit einem weiteren CD8α+-
cDC-spezifischen Faktor, vermutlich IRF8, interagiert, um die Aktivierung dieses 
transkriptionellen Programmes, die Differenzierung zu CD8α+-cDC, festzulegen 
(Murphy et al. 2013). Des Weiteren übernehmen BATF3-abhängige CD8α+-cDCs 
eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der Selbsttoleranz im Thymus. Während der 
Entwicklung von Thymozyten werden Selbst-Antigene den Thymozyten nicht nur von 
medullären thymischen Epithelzellen präsentiert, sondern auch von BATF3-
abhängigen CD8α+-cDCs (Perry et al. 2014). Für BATF wurde postuliert, dass dieser 
Faktor mit IRF4 als „Pionierfaktor“ in T-Zellen funktioniert (Ciofani et al. 2012). 
Pionierfaktoren sind die ersten Transkriptionsfaktoren, die eine Zielsequenz in 
kondensiertem Chromatin binden und für die Dekondensation des Chromatins an 
entsprechender Stelle sorgen. BATF spielt bei der Differenzierung von Effektor-T-
Zellen eine wichtige Rolle (Schraml et al. 2009, Betz et al. 2010, Ise et al. 2011, 
Glasmacher et al. 2012, Kurachi et al. 2014). BATF und BATF3 sind beide in der 
Regulation von TH2-Zellen involviert, da ausschließlich BATF-/- BATF3-/--TH2-Zellen 
Defekte in ihrer IL-4- und IL-10-Produktion zeigen. In TH2-Zellen, die eine Defizienz 
von nur einen der beiden BATFs aufweisen, lassen sich keine Defekte der 
Zytokinproduktion beobachten (Hildner et al. 2008, Tussiwand et al. 2012). Während 
BATF-Proteine also teilweise funktionelle Kompensation aufweisen, bestimmt ihre 
Interaktion mit den jeweiligen IRF das transkriptionelle (Differenzierungs-)Programm. 
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In Zentrozyten wird die Ausprägung von BATF durch den Transkriptionsfaktor 
FOXO1 gesteuert und die Deletion von BATF führt zu einer verminderten 
Proliferation der GC-B-Zellen (Inoue et al. 2017). Ein Teil der Zentrozyten, die sich 
auf den Wiedereintritt in die dunkle Zone vorbereiten, ist durch Expression von MYC 
gekennzeichnet und prägt ebenfalls hohe Level von BATF aus (Dominguez-Sola et 
al. 2012, Inoue et al. 2017). 
1.6.4 AP-1-Transkriptionsfaktoren in der Pathogenese von 
Lymphomen 
Die deregulierte Aktivität von Signalwegen spielt in der Pathogenese von 
Lymphomen eine entscheidende Rolle. Für verschiedene AP-1-Faktoren wurde eine 
aberrante Ausprägung in Lymphomen gezeigt, allerdings sind die molekularen 
Mechanismen von AP-1 in der Lymphompathogenese weitgehend ungeklärt 
(Papoudou-Bai et al. 2016b). 
Mathas et al. konnten eine starke Aktivität von JUN und JUNB in HRS-Zellen 
nachweisen (Mathas et al. 2002). Weitere immunhistochemische Analysen konnten 
ebenfalls eine starke Ausprägung von JUN, phosphoryliertem JUN und JUNB in 
ALCL- und cHL-Zellen beobachten (Drakos et al. 2007, Eckerle et al. 2009). AP-1-
Aktivität wird für die Proliferation von HRS-Zellen benötigt und reguliert die 
Expression von CCND1, CCR7 und MET (Mathas et al. 2002). Ein weiterer AP-1-
Transkriptionsfaktor, der für das Überleben von HRS-Zellen wichtig ist, ist ATF3, der 
ebenfalls im den Tumorzellen des cHLs und des ALCLs stark ausgeprägt wird (Janz 
et al. 2006a). Weitere Zielgene von AP-1 im cHL sind Galectin-1 und PDL1, die zur 
Immunevasion der HRS-Zellen beitragen (Juszczynski et al. 2007, Rodig et al. 2008, 
Green et al. 2012). Die Inhibition von Galectin-1 in Ko-Kulturen von cHL-Zelllinien 
und aktivierten T-Zellen führt zu einer erhöhten T-Zell-Viabilität und einer 
Wiederherstellung des TH1- und TH2-Zell-Verhältnisses. Im Gegensatz dazu führt 
die Behandlung mit Galectin-1 zu einer Expansion von CD4+CD25++FOXP3+ 
regulatorischen T-Zellen (Juszczynski et al. 2007). Verschiedene Studien haben die 
funktionelle Relevanz von CD30- und JUNB-Expression in ALCL- und cHL-Zellen 
näher untersucht und veranschaulichen, dass CD30 ERK1/2 aktiviert, was wiederum 
die Ausprägung von JUNB verstärkt (Watanabe et al. 2005). Die Herunterregulation 
von JUNB in NPM-ALK-exprimierenden Zellen führt zu einer Reduktion des sich in 
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der G2/M-Phase befindlichen Zellanteils (Staber et al. 2007). Dies impliziert, dass 
JUNB im ALK+-ALCL die Proliferation der Tumorzellen positiv beeinflusst. Studien 
von Atsaves et al. zeigten eine Regulation von AKT1 durch JUN und JUNB im ALK+-
ALCL und eine Reduktion der AKT1-Level durch Herunterregulation von JUN und 
JUNB (Atsaves et al. 2015). Darüber hinaus konnte in dieser Studie gezeigt werden, 
dass die Inhibition von STAT3 und AP-1 synergistische Effekte auf die Proliferation 
der ALCL-Zellen ausübt. In einem NPM-ALK-Lymphom-Mausmodell konnte die 
essentielle Funktion von JUN und JUNB in Tumorausbildung und -wachstum 
identifiziert werden (Laimer et al. 2012). In ABC-DLBCL (engl. activated B-cell 
DLBCL)-Zelllinien sind CARMA1 und MYD88 für die Aktivierung von JUN, JUNB und 
ATF3 verantwortlich und JUN/ATF-Komplexe tragen zum Tumorwachstum im ABC-
DLBCL bei (Juilland et al. 2016). Blonska et al. identifizierten aktives JUN in einer 
Gruppe von DLBCL und charakterisierten verschiedene Zielgene von JUN wie 
Oberflächenrezeptoren, Zytokine und Adhäsionsmoleküle. So führt die 
Herunterregulation von JUN zu einer reduzierten Zelladhäsion von Lymphomzellen 
an extrazelluläre Matrixproteine und verlangsamt das Wachstum von subkutanen 
Tumoren in Xenograft-Mausmodellen (Blonska et al. 2015). 
Die genaue Funktion der BATFs in Lymphomen ist bisher kaum charakterisiert. So 
führt die Überexpression von BATF in T-Zellen zu einem lymphoproliferativen Defekt 
in der Maus, welcher durch eine polyklonale T-Zell-Expansion charakterisiert ist 
(Logan et al. 2012). Im PMBL und cHL konnte eine starke BATF3-mRNA-Expression 
gezeigt werden (Rosenwald et al. 2003, Schwering et al. 2003a, Tiacci et al. 2012). 
Immunhistochemische Färbungen von ALCL-Fällen identifizierten BATF3 als eines 
der am stärksten ausgeprägten Proteine im ALCL (Eckerle et al. 2009). Eine 
funktionelle Charakterisierung von BATF3 in Lymphomen fehlt allerdings bisher. 
1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Die molekularen Mechanismen in der Pathogenese von CD30+-Lymphomen sind 
unzureichend verstanden. Verschiedene Studien haben gemeinsame genetische 
Läsionen in den konstitutiv aktiven Signalwegen dieser Lymphome identifiziert. Ein 
Merkmal dieser Lymphome ist die deregulierte AP-1-Aktivität und die starke 
Ausprägung von BATF3. Aus diesem Grund soll im Rahmen dieser Arbeit die 
funktionelle Relevanz des AP-1-Faktors BATF3 näher untersucht werden. Dazu soll 
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zunächst die Ausprägung von BATF3 auf Proteinebene in primären CD30+-
Lymphomen und in Lymphom-Zelllinien analysiert werden. Anschließend soll BATF3 
mittels lentiviraler Transduktion von spezifischen shRNAs (engl. small hairpin RNAs) 
in Lymphom-Zelllinien herunterreguliert werden und die Konsequenz auf das 
Überleben und die Proliferation der Zellen nach BATF3-Herunterregulation aufgeklärt 
werden. GEP von transduzierten Lymphomzellen sollen Zielgene, Gensignaturen und 
Signalwege identifizieren, die durch Herunterregulation von BATF3 verändert sind 
und physiologische Effekte von HRS-Zellen bedingen. Schließlich sollen die 
Mechanismen untersucht werden, die zu der starken, konstitutiven Ausprägung von 
BATF3 in Lymphomzellen beitragen.  
In einem zweiten Projekt soll die genetische Analyse von Kombinationslymphomen 
erfolgen, um einen besseren Einblick in die Mehrschritt-Pathogenese von 
Lymphomen zu erhalten. Dazu sollen genetische Läsionen in 
Kombinationslymphomen durch Tiefensequenzierungen identifiziert und gemeinsame 
sowie separate Mutationen charakterisiert werden. 
 
2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Laborgeräte 
Tabelle 1: Liste aller Geräte, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. 
Geräte Hersteller (Name, Sitz) 
Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg 
ELISA Analysegerät Synergy HT BIO-TEK Instruments Inc., Winooski 
Gefrierschrank Bosch GmbH, Gerlingen 
Liebherr AG, Bulle 
Gel Dokumentation UVP GelDoc It Imaging 
System 
Analytik Jena AG, Jena 
Inkubator C200 Labotect, Rosdorf 
Memmert GmbH, Schwabach 
Kühlschrank Liebherr AG, Bulle 
Laminar Flow Werkbank UVF 6.12 BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, 
Sonnenbühl-Genkingen 
Mikroskop Zeiss IM35 Carl Zeiss AG, Oberkochen  
Mikrowelle GT 8804 General Technic, Howald 
Nanodrop ND-1000 Peqlab GmbH, Erlangen 
Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen 
Polymerase-Kettenreaktions-(PCR) 
Maschinen (Eppendorf Mastercycler 
gradient; Biometra UNO-II and Professional 
Thermocycler) 
Eppendorf AG, Hamburg  
Biometra GmBH, Göttingen 
Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) 
Maschine ABI Prism 7900 HT 
Applied Biosystems, Waltham 
Schüttler Innova 4000 New Brunswick Scientific, Edison 
Sequenzierer 3130 Genetic Analyzer 
Illumina HiSeq2500  
Applied Biosystems, Waltham 
Illumina Inc., San Diego 
Vortexmischer Scientific Industries Inc., Bohemia 
Waage AE240 DR Mettler Toledo GmbH, Gießen 
Western-Blot Detektionssystem Fusion FX7 Peqlab, Deutschland 
Zellsortierer BD FACS Aria III, BD FACS 
DIVA 
BD Biosciences, Heidelberg 
Zentrifuge Hettich EBA 12;  
Himac CT 15E;  
Thermo Fisher Scientific Megafuge 1.0R 
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen 
Hitachi Koki Co., Japan 
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 
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2.1.2  Nährmedien, Puffer und Lösungen 
Tabelle 2: Liste aller verwendeten Nährmedien, Puffer und Lösungen. Die einzelnen 
Komponenten von Puffer oder Medien, die selber angesetzt wurden, wurden von der Firma 
Carl Roth GmbH (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) bezogen.  
Bezeichnung Hersteller/ Zusammensetzung 
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Betain Thermo Fisher Scientific 
Big Dye terminator v3.1 Cycle 
Sequenzierungskit 
Thermo Fisher Scientific 
dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) Thermo Fischer Scientific 
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Expand High Fidelity-Puffer (10x) Roche Diagnostics, Basel 
Gel red Biotium Inc., Fremont 
Green-Puffer (10x) Thermo Fisher Scientific 
GeneRuler
TM
 100 bp ladder Thermo Fisher Scientific 
GeneRuler
TM
 1 kb ladder Thermo Fisher Scientific 
Isopropanol Carl Roth GmbH 
LB-Medium 1% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1% Kochsalz (NaCl), 
pH 7,0 
Laemmli-Ladepuffer (4x) Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
MagicMark™ XP Western Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
MgCl2 Thermo Fisher Scientific 
Orange-Ladepuffer (6x) Thermo Fisher Scientific 
PBS PAN Biotech GmbH GmbH, Aidenbach 
Reverse Transkriptase-Puffer (10x) Qiagen, Hilden 
RIPA Lyse-Puffer Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg 
Tris/Glycine/SDS-Puffer (10x) Bio-Rad Laboratories GmbH 
Sequenzierungspuffer (5x) Applied Biosystems 
TAE-Puffer (50x) 242 g Tris, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml Eisessig, 
H2O, pH 8,0 
Tango-Puffer (10x) Thermo Fisher Scientific 
TBS (10x) 24 g Tris Base, 88 g NaCl, pH 7,6  
TBST (1x) 100 ml TBS (10x), 900 ml H2O, 2.5 ml 20% Tween-20 
Trypanblau Biochrom GmbH, Berlin 
Trypsin-EDTA-Lösung (1x) PAN Biotech GmbH GmbH 
Tween-20 Carl Roth GmbH 
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2.1.3 Verwendete Zelllinien 
Tabelle 3: Verwendete Zellinien. 
Zelllinie Ursprung 
BL-2 BL 
DAUDI BL 
DEV NLPHL 
HDLM-2 cHL (T-Zell-Ursprung) 
HEK 293 T embryonale Nierenzellen 
Karpas 299 ALK
+
-ALCL 
Karpas 1106P PMBL 
KM-H2 cHL 
L-1236 cHL 
L-428 cHL 
MedB-1 PMBL 
NAMALWA BL 
Oci-Ly3 ABC-DLBCL 
RAJI BL 
SR-786 ALK
+
-ALCL 
SU-DHL-1 ALK
+
-ALCL 
SU-DHL-4 GCB-DLBCL 
SU-DHL-6 GCB-DLBCL 
SUP-HD1 cHL 
U-HO1 cHL 
U266 Multiples Myelom (MM) 
2.1.4  Oligonukleotide 
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide. 
Name Sequenz (5´ - 3´) Verwendung 
BATF3_seqEx2_fw GACAGGGCAGAAAAGGGTAAG 
Sanger-Sequenzierung BATF3_seqEx2_rv AACAGTCATCACCCCCACTC 
BATF3_seqEx3_fw GGACATGCGTAATGAGACAGC 
BATF3_seqEx3_rv CAAGACCCATGAGCCACAG 
MYC AP-1 site_fw GCGGGTTACATACAGTGCAC 
SYBR Green  
qRT-PCR 
MYC AP-site_rv TTTCCAGGTCCTCTTTCCCC 
STAT site A_fw TCCAGATCCCCAAACCTGTC 
STAT site A_rv CTGTGGGAGGGAACGAGG 
STAT site B_fw AAACACCGACCCCAAAACAC 
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Name Sequenz (5´ - 3´) Verwendung 
STAT site B_rv GTCCCAAATCCCACCCCTG 
STAT site C_fw TCTTTGCCTCTCTAGAAGACTGT 
STAT site C_rv CCAAGAGGTACAAACAAGGAAAA 
MYC Up_fw AGCAGAGACAGGCCAGTGAG 
MYC Up_rv TGCAACCCTGCCTTACTTTG 
MYC Intron_fw CCAGCAGCGACTCTGGTAAG 
MYC Intron_rv TGAGCTCCCAAATCTCTCCA 
MYC DN_fw CAGCACTTTGAGAGGCCAAG 
MYC DN_rv GCATGCATCACCCAGCTAAT 
sh1BATF3_21BH_fw GATCGGTGCTCAGAGAAGTCGGAAGAATCAAGA
GTTCTTCCGACTTCTCTGAGCATTTTT 
RNA-Interferenz 
sh1BATF3_21BH_rv AGCTAAAAATGCTCAGAGAAGTCGGAAGAACTCT
TGATTCTTCCGACTTCTCTGAGCACC 
sh2BATF3_21BH_fw GATCGGGGCACTGAAGGAGCACGAGAATCAAGA
GTTCTCGTGCTCCTTCAGTGCCTTTTT 
sh2BATF3_21BH_rv AGCTAAAAAGGCACTGAAGGAGCACGAGAACTC
TTGATTCTCGTGCTCCTTCAGTGCCCC 
sh3BATF3_21BH_fw GATCGGGCTGCTCTGCCCTATGAACTTTCAAGAG
AAGTTCATAGGGCAGAGCAGCTTTTT 
sh3BATF3_21BH_rv AGCTAAAAAGCTGCTCTGCCCTATGAACTTCTCT
TGAAAGTTCATAGGGCAGAGCAGCCC 
sh4BATF3_21BH_fw GATCGGGGCCACCCTCAGGAGTGACTTTCAAGA
GAAGTCACTCCTGAGGGTGGCCTTTTT 
sh4BATF3_21BH_rv AGCTAAAAAGGCCACCCTCAGGAGTGACTTCTCT
TGAAAGTCACTCCTGAGGGTGGCCCC 
sh1MYC_fw GATCCCTATGAACTTGTTTCAAATGTCAAGAGCA
TTTGAAACAAGTTCATAGGTTTTT 
sh1MYC_rv 
AGCTAAAAACCTATGAACTTGTTTCAAATGCTCTT
GACATTTGAAACAAGTTCATAGG 
sh2MYC_fw 
GATCCGATTCCTTCTAACAGAAATGTCAAGAGCA
TTTCTGTTAGAAGGAATCGTTTTT 
sh2MYC_rv 
AGCTAAAAACGATTCCTTCTAACAGAAATGCTCTT
GACATTTCTGTTAGAAGGAATCG 
shNT_fw 
GATCGATCTCGATATCTAAGCTATTTCAAGAGAA
TAGCTTAGATATCGAGATCTTTTT 
shNT_rv 
AGCTAAAAAGATCTCGATATCTAAGCTATTCTCTT
GAAATAGCTTAGATATCGAGATC 
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Name Sequenz (5´ - 3´) Verwendung 
sh1IRF4_fw 
GATCGGCCGCCATTCCTCTATTCAAGATCAAGAG
TCTTGAATAGAGGAATGGCGGTTTTT 
sh1IRF4_rv 
AGCTAAAAACCGCCATTCCTCTATTCAAGACTCT
TGATCTTGAATAGAGGAATGGCGGCC 
sh2IRF4_fw 
GATCGGGTGCCATTTCTCAGGGAAGTATCAAGA
GTACTTCCCTGAGAAATGGCACTTTTT 
sh2IRF4_rv 
AGCTAAAAAGTGCCATTTCTCAGGGAAGTACTCT
TGATACTTCCCTGAGAAATGGCACCC 
VH1 CAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGA IgV-Gen-Analyse 
 
VH2 GTCCTRCGCTGGTGAAACCCACAC 
VH3 GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG 
VH4 GACCCTGTCCCTCACCTGCRCTGTC 
VH5 AAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGARG 
VH6 ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG 
3'JH1,2,4,5  ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT  
3'JH3  ACCTGAAGAGACGGTGACCATTGT  
3'JH6  ACCTGAGGAGACGGTGACCGTGGT  
5'JH1,4,5  GACGGTGACCAGGGTKCCCTGGCC  
5'JH2  GACAGTGACCAGGGTGCCACGGCC  
5'JH3  GACGGTGACCATTGTCCCTTGGCC  
5'JH6  GACGGTGACCGTGGTCCCTTKGCC  
Vκ1 GACATCCRGWTGACCCAGTCTCCWTC 
Vκ2 CAGWCTCCACTCTCCCTGYCCGTCA 
Vκ3 TTGTGWTGACRCAGTCTCCAGSCACC 
Vκ4 AGACTCCCTGGCTGTTCTCTGGGC 
3’Jκ1.2.4 ACTCACGTTTGATYTCCASCTTGGTCC 
3’Jκ3 GTACTTACGTTTGATATCCACTTTGGTCC 
3’Jκ5 GCTTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCC 
5’Jκ1.2 TTGATYTCCASCTTGGTCCCYTGGC 
5’Jκ3 TTGATACCACTTTGGTCCCAGGGC 
5´Jκ4 TTGATCTCCACCTTGGTCCCTCCGC 
5´ Jκ5 TTAATCTCCAGTCGTGTCCCTTGGC 
R = A oder G ; Y = C oder T ; W = A oder T 
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2.1.5  TaqMan-Sonden 
 Tabelle 5: Liste aller verwendeten TaqMan-Sonden. 
Name Produktnummer Hersteller 
ACTINB HS0106060665_g1 Applied Biosystems 
BATF3 HS00232744_m1 Applied Biosystems 
CREBL2 Hs00230923_m1 Applied Biosystems 
FOS Hs00170630_m1 Applied Biosystems 
GAPDH HS02758991_g1 Applied Biosystems 
JUN Hs01103582_s1 Applied Biosystems 
MAP3K8 Hs00178297_m1 Applied Biosystems 
SH3RF1  Hs00325806_m1 Applied Biosystems 
SMAD4 Hs00929647_m1 Applied Biosystems 
 
2.1.6 Antikörper 
Tabelle 6: Verwendete primäre Antikörper. Alle Antikörper erkennen humane Proteine. 
Name Herkunft Klon Produktnummer Hersteller Verdünnung 
Anti-ACTIN-
HRP 
Maus AC-74 A3854-200U2 Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH 
1:100000 
Anti-BATF Kaninchen D7C5 8638 Cell Signaling 
Technology Inc., 
Cambrigde 
1:1000 
Anti-BATF3 Maus 3H1 H00055509-M04 Abnova GmbH, 
Heidelberg 
1:1000 
Anti-CD27-
FITC 
Maus M-T271 557329 BD Biosciences 1:30 
Anti-CD20-
PerCPCy5.5 
Maus 2H7 560736 BD Biosciences 1:30 
Anti-CD20cy Maus L26 M075 Dako GmbH, 
Hamburg 
1:100 
Anti-CD3 Kaninchen  polyklonal A0452 Dako GmbH 1:100 
Anti-CD30-PE Maus BerH2 550041 BD Biosciences 1:20 
Anti-CD30 Maus BerH2 M075129-2 Dako GmbH 1:100 
Anti-CD38-
APC 
Maus HIT2 555462 BD Biosciences 1:30 
Anti-CD5 Maus 4C7 M3641 Dako GmbH 1:200 
Anti-IRF4 Ziege polyklonal sc-6059 Santa Cruz 1:3000 
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Name Herkunft Klon Produktnummer Hersteller Verdünnung 
Anti-IRF4 Maus E-7 sc-377383 Biotechnology 
Inc. 
1:3000 
Anti-IRF5 Maus 10T1 Sc-56714 1:1000 
Anti-JUN Maus G-4 sc-74543 1:3000 
Anti-JUN Kaninchen polyklonal sc-1694 1:3000 
Anti-JUNB Maus C-11 sc-8051 1:3000 
Anti-JUNB Kaninchen polyklonal sc-73 1:3000 
Anti-LMP1 Maus CS.1-4 M0897 Dako GmbH 1:100 
Anti-MYC Kaninchen Y69 31072 Abcam, 
Cambrigde 
1:3000 
Anti-pSTAT3 Kaninchen polyklonal 9131 Cell Signaling 
Technology Inc. 
1:1000 
Anti-pSTAT5 Kaninchen polyklonal 9351 1:1000 
Anti-pSTAT6 Kaninchen polyklonal 9361 1:1000 
Anti-STAT3 Kaninchen polyklonal sc-7179 Santa Cruz 
Biotechnology 
Inc. 
1:2000 
Anti-STAT5 Kaninchen polyklonal Ab7969 Abcam 1:2000 
Anti-STAT6 Kaninchen polyklonal 9362 Cell Signaling 
Technology Inc. 
1:1000 
Anti-TBP Maus 1TBP18 Ab818  Abcam 1:1000 
Anti-Tubulin Kaninchen TU-20 T-1315 MP Biomedicals 
GmbH, 
Eschwede 
1:2000 
 
Tabelle 7: Verwendete sekundäre Antikörper. 
Name Herkunft Produktnummer Hersteller Verdünnung 
Anti-Maus IgG 
HRP  
Ziege 115-036-062 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories 
1:4000 
Anti-Rabbit 
IgG HRP 
Affe 711-036-152 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories 
1:5000 
Anti-Ziege IgG 
HRP 
Affe sc-2020 Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:4000 
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2.1.7  Restriktionsenzyme 
Tabelle 8: Verwendete Restriktionsenzyme. Alle Restriktionsenzyme wurden von Thermo Fisher 
Scientific bestellt. 
Restriktionsenzym Erkennungs-/Schnittstelle (5´-3´ Richtung) 
BamHI G↓ GATCC 
BglII A↓GATCT 
HindIII A↓AGCTT 
NotI GC ↓GGCCGC 
SpeI A ↓CTAGT 
XbaI T↓ CTAGA 
XhoI C ↓TCGAG 
 
2.1.8  Kits 
In dieser Arbeit verwendete Kits sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.  
Tabelle 9: Verwendete Kits. 
Kit Hersteller 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I BD Becton Dickinson 
CaspGLOW™ Red Active Caspase-3 Staining Kit BioVision Inc. 
CellTiter96® AQueous  One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) Promega GmbH, Mannheim 
BCA protein assay Kit Thermo Fischer Scientific 
Gene Print 10 System Promega GmbH 
Gentra Puregene Cell Kit  Qiagen 
innuPREP DOUBLEpure Kit Analytik Jena 
mi-Plasmid Miniprep Kit Metabion GmbH, Planegg 
NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0 Kit  Roche Diagnostics 
Nuclear/Cytosol Fractionation Kit BioVision Inc. 
Nucleo Bond Xtra Maxi Macherey-Nagel GmbH, 
Düren 
Omniscript RT Kit Qiagen 
PeqGold Micro Spin Total RNA Kit PeqLab 
QIAshredder Qiagen 
Rapid DNA Ligation Kit  Thermo Fisher Scientific 
RNeasy Micro Kit Qiagen 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
TruSeq DNA Sample Prep Kit v1  Illumina Inc. 
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2.1.9 Computersoftware und Statistik 
Zur Erstellung der Grafiken und Statistiken wurde GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Prism Software Inc., San Diego) verwendet. Für die Darstellung von Sequenzen und 
Chromatogrammen wurde das Programm DNASTAR SeqMan Pro v9.0.4 (DNASTAR 
Inc., Madison) verwendet. Zur Quantifizierung von Proteinen wurde die Phoretix 1D-
Software (Totallab, Newcastle) benutzt. Humane IgV-Gene wurden mit der IMGT/V-
Quest-Datenbank untersucht und ausgewertet. Für die statistische Analyse der 
Daten wurde ein gepaarter zweiseitiger t-Test verwendet. Statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen den untersuchten Proben sind dargestellt durch *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001. 
2.2  Zellkulturtechniken 
2.2.1 Kultivierung von humanen Zelllinien 
Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO2-Atmosphäre kultiviert. Die verwendeten 
Suspensionszellen wurden in RMPI1640 mit 10% Kälberserum (FCS; PAN Biotech 
GmbH GmbH) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (PAN Biotech GmbH) kultiviert. 
MedB-1, Karpas 1106P und SU-DHL-1 wurden in RMPI1640 mit 20% FCS kultiviert. 
Die U-HO1-Zelllinie wurde in IMDM (PAN Biotech GmbH) mit 10% FCS, die HEK 
293T-Zelllinie in DMEM (PAN Biotech GmbH) mit 10% FCS und die ABC-DLBCL-
Zelllinie Oci-Ly3 in RMPI1640 mit 20% humanen Serum (PAN Biotech GmbH) 
kultiviert. Für lentivirale Arbeiten wurden adhärente HEK 293T-Zellen nach 
Entfernung des Mediums mit 10 ml Trypsin (PAN Biotech GmbH) inkubiert. Nach 
Ablösen der Zellen von der Kulturflasche wurden die Zellen für 5 Minuten bei 400x g 
zentrifugiert und in frischem Medium in einer Dichte von 1x106 Zellen/ml ausgesät. 
Die Identität der Zelllinien wurde etwa alle drei Monate mittels Mikrosatelliten-PCR 
(auch STR-Analyse genannt, engl. short tandem repeat profiling; Gene Print 10 
System, Promega GmbH) analysiert. Ebenfalls wurden die Zelllinien etwa alle 3 
Monate auf Mykoplasmen-Kontaminationen getestet. Zweimal wöchentlich wurden 
die Zelllinien mit frischem Medium versorgt und auf die optimale Zellkonzentration 
eingestellt. Bei der Einstellung der optimalen Zellkonzentration für die jeweilige 
Zelllinie wurde sich an die Empfehlung auf der Homepage des DSMZ (deutsche 
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Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen) gehalten (Leibniz-Institut Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 2017).  
2.2.2  Zellzahlbestimmung  
Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu wurden die 
Zellen entweder 1:10 mit PBS oder 1:1 mit Trypanblau verdünnt. Die Unterscheidung 
von vitalen und abgestorbenen Zellen erfolgte durch Versetzen der Zellsuspension 
mit einer 0,5%igen Trypanblau-Lösung. Die Trypanblau-Lösung kann nur die 
Zellmembran von abgestorbenen Zellen passieren, jedoch nicht in vitale Zellen 
eindringen.  
2.2.3  Durchflusszytometrie 
Die durchflusszytometrische Sortierung von cHL- und ALCL-Zelllinien wurden an 
einem FACS DIVA-Durchflusszytometer durchgeführt. Die Analyse von Zelllinien 
erfolgte an einem FACS Canto-Durchflusszytometer. Vor der Sortierung wurden die 
Zellen zweimal mit PBS mit 0,5% Rinderserum-Albumin (BSA) gewaschen. Zur 
Unterscheidung von lebenden und abgestorbenen Zellen wurde die Zellsuspension 
mit 1 µg/ml DAPI versetzt und die DAPI-negative Zellfraktion wurde sortiert. DAPI 
interkaliert mit der DNA von Zellen und kann sehr schnell die Zellmembran von toten 
Zellen passieren, jedoch nur sehr langsam durch die Zellmembran lebender Zellen 
dringen. Die durchflusszytometrische Analyse und Sortierung von primärem, 
humanem Material erfolgte an einem FACS Aria III-Durchflusszytometer. 
2.2.4 Interleukin (IL)-Stimulation 
2x105 Zellen wurden vor der Stimulation ausgezählt und zweimal mit PBS durch 5-
minütiges Zentrifugieren (300x g) gewaschen. Mit Waschen ist das Zentrifugieren der 
Zellen, das Abnehmen des Überstandes, das Resuspendieren des Zellpellets in PBS 
und das erneute Zentrifugieren der Zellen gemeint. Die Zellen wurden nun 6 Stunden 
in serum-freiem Medium gehalten und anschließend für 30 Minuten mit 
rekombinantem IL-13 (5 ng/µl) oder rekombinantem IL-21 (10 ng/µl; PeproTech 
GmbH) stimuliert.  
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2.2.5  Inhibitor-Versuche 
2x106 Zellen wurden in 6-well-Kultivierungsplatten ausgesät und für 24 Stunden mit 
den JAK2-Inhibitoren TG101348 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) oder AZD1480 
(Santa Cruz Biotechnology Inc.) in verschiedenen Konzentrationen behandelt 
(TG101348; 5,10 und 20 µM; AZD1480; 0,25, 0,5, 1 und 5 µM). Da die Inhibitoren 
beide in DMSO gelöst wurden, wurden als unbehandelte Kontrollen Zellen nur mit 
DMSO behandelt. Hier wurde das äquivalente Volumen DMSO, welches für die 
höchste Inhibitorkonzentration verwendet wurde, zu den Zellen hinzugegeben.  
2.2.6 Annexin V- und PI-Färbung 
Zur Analyse des frühen Zelltods wurde das Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit I 
(BD Becton Dickinson) nach Herstellerangaben verwendet. Da die transduzierten 
Zellen GFP exprimieren, wurde das Kit in Kombination mit APC-konjugiertem 
Annexin V verwendet. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches sich in einer 
intakten Zelle an der cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran befindet, jedoch 
am Anfang der Apoptose externalisiert wird. Zellen mit intakter Zellmembran sind für 
Propidiumiodid (PI) undurchlässig, sodass PI zur Unterscheidung von toten und 
lebenden Zellen verwendet werden kann. Es interkaliert mit doppelsträngigen 
Nukleinsäuren und färbt die DNA im Zellinneren an (Vermes et al. 1995). Für die 
Färbung wurden 3x105 GFP+-sortierte Zellen in 100 µl 1x Annexin V-Bindepuffer 
aufgenommen und mit 1,5 µl Annexin V-APC für 15 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 200 µl 1x Annexin V-Bindepuffer zugegeben 
und mit 1 µl PI-Lösung (finale Konzentration 1 µg/ml) versetzt. Die 
durchflusszytometrische Analyse erfolgte am FACS Canto.  
2.2.7 Caspase 3-Färbung 
Zur Detektion von aktiver Caspase 3 in lebenden Zellen wurde das CaspGLOW™ 
Red Active Caspase 3 Staining Kit verwendet. Aktive Caspasen spalten während des 
programmierten Zelltods an der DEVD-Aminosäuresequenz eines Proteins. Bei der 
Caspase 3-Färbung wird ein Fluoreszenz-markiertes DEVD-Derivat (DEVD-FMK) 
verwendet, das in lebenden Zellen von Caspase 3 erkannt und gebunden wird. Die 
Fluoreszenzintensität korreliert dabei mit der Aktivität der Caspase. Für die Messung 
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von aktiver Caspase wurden 3x105 Zellen in 300 µl Medium mit 1 µl Red-DEVD-FMK 
versetzt und für 60 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen, die Zellen wurden in 
Waschpuffer resuspendiert und bei 400x g für 5 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt 
wurde zweimal wiederholt. Anschließend wurden die Zellen für die Analyse am FACS 
Canto in 300 µl Waschpuffer aufgenommen. 
2.2.8  Proliferationsassay 
Der Zellmembranfarbstoff Vybrant DiD (Thermo Fisher Scientific, Waltham) wurde 
zur Bestimmung der Proliferationsgeschwindigkeit von transfizierten Zellen 
verwendet. Der fluoreszierende Farbstoff färbt die Zellmembran an und verteilt sich 
gleichmäßig bei jeder Zellteilung auf die Tochterzellen, dadurch wird das 
Fluoreszenzsignal entsprechend der Proliferationsgeschwindigkeit messbar gemacht. 
5x105 Zellen wurden bei 400x g für 5 Minuten zentrifugiert, mit PBS gewaschen und 
in 1 ml serum-freiem Medium aufgenommen. 3 µl Vybrant DiD Cell Labeling Solution 
(Thermo Fisher Scientific) wurde pro Ansatz zu den Zellen hinzugegeben und für 30 
Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (400x g, 5 
Minuten), der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden dreimal in 37°C 
warmem RMPI1640-Medium mit 10% FCS gewaschen. Die Zellen wurden in der 
optimalen Zellkonzentration ausgesät und ein Aliquot mit 1x105 Zellen wurde 
abgenommen, um die Färbeintensität zum Messzeitpunkt Tag 0 zu ermitteln. Die 
Fluoreszenzintensität von Vybrant DiD wurde für die cHL-Zelllinien an Tag 5 und 10 
gemessen und ALCL-Zelllinien an Tag 3 und 6 nach Beginn des Experiments, da 
cHL- und ALCL-Linien unterschiedlich schnell proliferieren.  
2.2.9  MTS-Assay 
Ein MTS-Assay wurde zur Bestimmung der metabolischen Zell-Aktivität nach JAK2-
Inhibition durchgeführt. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) wird von metabolisch aktiven Zellen zu Formazan 
reduziert, was durch einen Farbumschlag von gelb zu violett sichtbar wird (Berridge 
et al. 1993). Dieser Farbumschlag kann bei 490 nm gemessen werden und lässt so 
Rückschlüsse auf die Anzahl metabolischer aktiver Zellen zu. Die folgenden Schritte 
wurden mit dem CellTiter 96 AQUEOUS One Solution Cell Proliferation Assay 
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durchgeführt. Dazu wurden 1x104 Zellen in 96-well Platten ausgesät und in 100 µl 
des entsprechenden Kulturmediums aufgenommen. Anschließend wurden 20 µl der 
MTS-Reaktionslösung hinzupipettiert und für eine Stunde bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei 490 nm an einem BioTek Synergy 
HAT Microplate reader bestimmt und mit der KC4 Software (BioTek Instruments 
GmbH, Bad Friedrichshall) ausgewertet. 
2.3 Molekular- und mikrobiologische Methoden 
2.3.1  Isolierung und Sortierung von humanen tonsillären B-Zell-
Populationen  
Die Entnahme und Isolierung von humanen B-Zell-Populationen wurde aus Routine-
Tonsillektomien unter Einwilligung der lokalen Ethikkommission der Medizinischen 
Fakultät der Universität Duisburg-Essen durchgeführt. Die Patienten wurden 
aufgeklärt und erklärten ihr schriftliches Einverständnis vor Probenentnahme und 
Weitergabe. Tonsillengewebe wurde in PBS mit 0,5% BSA bei 4°C gesammelt und 
mit einem Skalpell zerkleinert. Anschließend wurden die Gewebestückchen durch ein 
engmaschiges Sieb gepresst und es wurde eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
durchgeführt. Dazu wurde die tonsilläre Zellsuspension vorsichtig auf 15 ml einer 
Ficoll Lösung (PAN Biotech GmbH) gegeben und für 35 Minuten bei 400x g ohne 
Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Ficoll ist ein Sucrose-Polymer mit einer 
Dichte von 1,07 g/l, welches durch Zentrifugation die Auftrennung von 
mononukleären Zellen (Lymphozyten, Monozyten und natürliche Killerzellen) 
ermöglicht. Die mononukleären Zellen haben eine geringere Dichte als das Ficoll und 
lagern sich in der Interphase-Schicht zwischen PBS und Ficoll ab, während 
Erythrozyten, Granulozyten und Zelltrümmer sich in der untersten Schicht unter dem 
Ficoll sammeln. Die Interphase, welches die mononukleären Zellen des peripheren 
Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cells, PMBC) enthält, wurde 
abgenommen, es wurden 5 ml PBS hinzugefügt und die Zellen wurden für 5 Minuten 
bei 400x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen, die Zellen in 
PBS aufgenommen und erneut für 5 Minuten bei 400x g zentrifugiert. Anschließend 
wurde eine magnetisch aktivierte Zellsortierung (engl. magnetic activated cell sorting, 
MACS) durchgeführt, um CD30+-B-Zellen anzureichern. Das gewaschene Zellpellet 
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wurde zunächst mit 200-300 µl anti-CD3-MicroBeads (Miltenyi Biotech) für 20 
Minuten auf Eis inkubiert, um anschließend CD3-positive T-Zellen zu depletieren und 
B-Zellen anzureichern. Anschließend wurden 10 ml PBS mit 0,5% BSA hinzugefügt 
und bei 400x g für 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml PBS mit 0,5% 
BSA aufgenommen und auf eine MACS-LD Säule (Miltenyi Biotech) gegeben. Die 
MACS Säule wurde vorher mit 5 ml PBS mit 0,5% BSA äquilibriert. Nach Zugabe der 
Zellsuspension wurde die Säule dreimal mit 3 ml PBS mit 0,5% BSA gewaschen. Der 
CD3-negative Durchfluss, der B-Zellen enthält, wurde nun bei 400x g für 5 Minuten 
zentrifugiert und anschließend wurde das Zellpellet in 2 ml PBS mit 0,5% BSA 
aufgenommen und mit 100 µl anti-CD30-Microbeads für 20 Minuten auf Eis inkubiert. 
Es wurden 10 ml PBS hinzugegeben und die Zellsuspension wurde bei 400x g für 5 
Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet erneut in 2 ml PBS mit 0,5% 
BSA aufgenommen und auf eine zuvor äquilibrierte MACS-Säule gegeben. Die Säule 
wurde dreimal mit 3 ml PBS mit 0,5% BSA gewaschen und für die Elution wurden 5 
ml PBS mit 0,5% BSA auf die Säule gegegeben. Das CD30-positive Eluat sowie der 
CD30-negative Durchfluss wurden zentrifugiert (5 Minuten, 400x g) und jeweils in 
100 µl PBS mit 0,5% BSA aufgenommen. Die anschließende Färbung der beiden 
Fraktionen erfolgte mit anti-CD20-PerCPCy5.5, anti-CD38-APC, anti-CD27-FITC und 
anti-CD30-PE Antikörpern (BD Becton Dickinson). Die Mengenangaben der 
verwendeten Antikörper sind in Tabelle 5 aufgelistet. Von der CD30+-Fraktion wurden 
GC-B-Zellen (CD20hi, CD38+, CD30+) und Nicht-GC-B-Zellen (CD20+, CD38-, CD30+) 
und von der CD30- Zellfraktion wurden Gedächtnis-B-Zellen (CD20+, CD38-, CD27+), 
GC-B-Zellen (CD20hi, CD38+) und Plasmazellen (CD20+, CD38hi) sortiert. Die 
Sortierung wurde von Dr. Marc Weniger durchgeführt. 
2.3.2  Färbung von Kombinationslymphomen 
Die verwendeten Lymphknotenbiopsate wurden von Prof. Dr. Hansmann vom 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main zur Verfügung gestellt. Die Entnahme ist 
unter Einwilligung der lokalen Ethikkommission erfolgt. Die Patienten wurden 
aufgeklärt und erklärten ihr schriftliches Einverständnis vor Probenentnahme.  
Die Proben von Patienten mit Kombinationslymphom wurden für die anschließende 
IgV-Gen-Analyse und Exom-Sequenzierung gefärbt und mikrodissektiert. Es wurden 
5 bis 7 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf Objektträger gebracht. Ein 
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Großteil der Fälle wurde mit Eosin und Hämalaun gefärbt. Die Schnitte wurden für 10 
Minuten in 100% EtOH fixiert und anschließend getrocknet. Es folgte die 5-minütige 
Färbung der Schnitte mit einer Hämalaun-Lösung nach Mayer, die zuvor mit 40 
Einheiten/ml eines RNase Inhibitors (Protector RNase Inhibitor, Roche Diagnostics, 
Basel) versetzt wurden und dann dreimal mit Wasser gewaschen wurden. Daraufhin 
wurden die Schnitte mit einer 2%igen Eosin-Lösung für 45 Sekunden gefärbt und 
dann dreimal in H2O gewaschen. Es erfolgte eine kurze Behandlung (etwa 10 
Sekunden) der Schnitte mit 100% EtOH. Für die anschließende Mikrodissektion 
wurden die Schnitte etwa 10 Minuten getrocknet. Für die immunhistochemische 
Färbung wurden die Gewebeschnitte zunächst für 10 Minuten in Aceton fixiert und 
anschließend getrocknet. Die weiteren Färbeschritte wurden mit dem Super Sensitive 
Link-Label IHC Detection System (BioGenex, Fremont) durchgeführt. Der 
Primärantikörper wurde in einer Verdünnung von 1:100 für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur auf die Probe gegeben. Für die Detektion von HRS-Zellen wurde 
ein anti-CD30-Antikörper (BerH2, Dako, Hamburg) verwendet. CD5+-Lymphomzellen 
wurden mit einem anti-CD5-Antikörper (4C7, Dako) gefärbt. Anschließend wurde die 
Probe mit 1x TBS gewaschen und mit einer sogenannten Link-Lösung inkubiert, 
welche Bestandteil des Super Sensitive Link-Label IHC Detection System ist und den 
biotinylierten Sekundärantikörper enthält. Nach erneutem Waschen wurde für 30 
Minuten eine Label-Lösung auf die Schnitte gegeben, welche die Streptavidin-
gekoppelte alkalische Phosphatase enthält. Es wurde anschließend mit 1x TBS 
gewaschen und es erfolgte die Detektion durch Zugabe des Permanent Red 
Substrate-Chromogen Liquids (Dako). Die Farbentwicklung wurde unter dem 
Mikroskop beobachtet und bei ausreichender Färbung wurde die Reaktion durch 
Waschen der Schnitte mit destilliertem Wasser gestoppt. Die Zellkerne wurden 
daraufhin mit einer Hämalaun-Färbung nach Mayer gegengefärbt. Für die 
immunhistochemische Färbung von cHL, DLBCL, PMBL und reaktiven Lymphknoten 
im Rahmen des BATF3-Projektes wurden Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete 
(engl. formalin-fixed and paraffin-embedded, FFPE) Gewebeschnitte verwendet. Als 
primäre Antikörper wurden anti-BATF3 (3H1; Abnova GmbH), anti-MYC (ab31072, 
Abcam) und anti-phosphoryliertes STAT3 (Y705, M9C6; Cell Signaling Technology 
Inc.) in einer Verdünnung von 1:200 (abweichend bei BATF3 1:100) benutzt. Für die 
Detektion wurde das EnVision System-HRP (Dako) benutzt. Ein Fall wurde als positiv 
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gewertet, wenn mindestens 50% der Tumorzellen positiv für das jeweilige Protein 
von Interesse waren.  
2.3.3  Mikrodissektion von Zellen mittels Laser Microbeam 
Microdissection (LMM)  
Die Isolation von Einzelzellen erfolgte mittels PALM MicroBeam (Carl Zeiss GmbH)-
Technologie und wurde am Senckenbergischen Institut für Patholgie am 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main durchgeführt. Hierbei ermöglicht ein 
fokussierter Laserstrahl das gezielte Ausschneiden von Zellen und der Zielbereich 
wird gegen die Schwerkraft in ein Reaktionsgefäß katapultiert. Die Mikrodissektion 
wurde mit der Software-Einstellung RoboLPC und unter 40-facher Vergrößerung 
durchgeführt. Für die Exom-Sequenzierung wurden je 3000 Tumor- und Nicht-
Tumorzellen mikrodissektiert und es wurden AdhesiveCap 200 opaque-PCR-Gefäße 
(Carl Zeiss GmbH) verwendet, die ein opakes Haftmittel im Deckel besitzen und eine 
Puffer-freie Mikrodissektion ermöglichen. Für die IgV-Gen-PCR-Analyse wurden 
20 µl 1x Expand High Fidelity-Puffer verwendet und in die Deckel von 500 µl 
Reaktionsgefäßen vorgelegt. Der Puffer wurde zusätzlich mit 0,1% Triton-X 100 
versetzt, um die Oberflächenspannung des Puffers zu verringern. Die Proben wurden 
2 Minuten bei 10000x g zentrifugiert und bei -20°C gelagert. Darüber hinaus wurden 
bei jeder Mikrodissektion noch Schnitte der leeren Membran, sogenannte 
Membrankontrollen, in Reaktionsgefäßen gesammelt, die als Negativkontrollen 
dienten. 
2.3.4 Exom-Sequenzierung von Kombinationslymphomen 
Um ausreichende DNA-Mengen für eine Exom-Sequenzierung zu erhalten, wurde 
vorher mit der DNA der mikrodissektierten Kombinationslymphome eine 
Gesamtgenomvervielfältigung (engl. whole genome amplification, WGA) 
durchgeführt. Die WGA-Proben für dieses Projekt wurden von Dr. Markus Schneider 
generiert. Die Exom-Sequenzierungen wurden im BioChip-Labor von PD Dr. Ludger 
Klein-Hitpass und seinen Mitarbeitern am Universitätsklinikum Essen durchgeführt. 
Zur „Library“-Herstellung und Anreicherung der Exon-Regionen wurde das TruSeq 
DNA Sample Prep Kit v1 (Illumina Inc.) und das NimbleGen SeqCap EZ Human 
Exome Library v3.0 Kit (Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben benutzt. Zur 
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Sequenzierung wurde ein Illumina HiSeq2500 Sequenzierer (Illumina Inc.) verwendet 
und es wurde ein „Paired-End“-Lauf mit einer Leseweite von 2 x 100 Basenpaaren 
(bp) durchgeführt.  
Die Daten wurden von Claudia Döring aus der Arbeitsgruppe von Prof. Hansmann 
vom Universitätsklinikum Frankfurt am Main ausgewertet und wurden mit der 
Genomatix-Software (Genomatix Mining Station (GMS), Genomatix Genome 
Analyzer (GGA) and Genomatix GeneGrid) prozessiert. Das sogenannte Adapter 
„Trimming“, d.h. das Herausschneiden von Adapter-Sequenzen wurde mit der 
Trimmomatic Software (Version 0.33) durchgeführt. Anschließend wurden die 
Sequenzen mit der GMS-Software (Version 2.4.1, Genomatix Mapper Version 
3.7.6.3) gegen das humane Referenzgenom GRCH37 abgeglichen. Zur Detektion 
von Einzelnukleotid-Varianten (engl. single nucleotid variants, SNVs) und kleinen 
Insertion und Deletionen (Indels) wurde SAMtools verwendet (Li et al. 2009). 
Potentielle SNVs wurden herausgefiltert, wenn (1) die Lokalisation des SNVs 5 bp 
von einer potentiellen Insertion oder Deletion liegt, (2) drei oder mehr SNVs innerhalb 
von 10 bp auftauchen und (3) in ≥8 „Reads“ ein SNV nur in einer Leserichtung 
detektierbar ist. Zusätzlich wurden alle SNVs im Genome Browser begutachtet. 
Varianten wurden mit der 1000 Genome-Datenbank (Genomes Project et al. 2015) 
abgeglichen und nicht-Krankheits-assoziierte Polymorphismen wurden 
herausgefiltert. Ausschließlich SNVs, welche in exonischen oder kanonischen 
Spleißstellen liegen, wurden für die weitere Analyse in Betracht gezogen. Keimbahn-
Varianten, die in den Kontrollen auftauchen, wurden herausgefiltert. Bei der 
Untersuchung der Indels wurden nur diejenigen berücksichtigt, die eine Abdeckung 
(sogenannte „Coverage“) von mindenstens 20 Sequenzen (Reads) in Tumor- und 
Kontroll-Probe hatten. Die Allelfrequenz lag bei mindestens 10%, mindestens 5 
unabhängige Reads mussten den Indel anzeigen und es durfte kein Indel in der 
Kontroll-Probe detektierbar sein.  
2.3.5  IgV-Gen-PCR-Analysen von Kombinationslymphomen  
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist eine 
Methode, die zur Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen benutzt wird. In der 
vorliegenden Arbeit wurde mittels IgV-Gen-PCR die klonale Verwandtschaft von 
Kombinationslymphomen untersucht. Vor Amplifikation von IgV-Genen von 
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mikrodissektierten Zellen wurde ein Proteinase K-Verdau für zwei Stunden bei 55°C 
durchgeführt. Dazu wurde 1 μl Proteinase K (0,25 g/l PCR grade, Roche Diagnostics) 
zu den Einzelzellaliquots pipettiert. Die Inaktivierung der Proteinase K erfolgt für 10 
Minuten bei 95°C. Die DNA von sortierten Zellen wurde mit dem Gentra Puregene 
Cell Kit (Qiagen) isoliert. Nach Vermessung der DNA-Menge wurden für sortierte 
Zellen etwa 50 pg DNA, was etwa zehn Zellen entspricht, für die anschließende IgV-
Gen-Analyse eingesetzt. Die Vervielfältigung der IgV-Gene erfolgt über eine 
sogenannte seminested Zwei-Runden-PCR. So wird in der ersten Runde eine 
Multiplex-PCR durchgeführt, bei der eine Kombination aus familienspezifischen VH- 
und Vκ-Oligonukleotiden und 3´JH-Oligonukleotiden (bzw. 3´Jκ-Oligonukleotiden; für 
Sequenzen siehe Tabelle 4) verwendet wird. Die VH-Oligonukleotide sind 
komplementär zur FR-I der IgV-Gene und wurden so konstruiert, dass sie fast alle 
IgV-Gene einer Familie erkennen. Gleiches gilt für die Vκ-Oligonukleotide. Nach der 
ersten PCR wurde die amplifizierte DNA in einer zweiten PCR mit einem 
familienspezifischen VH-Oligonukleotid und einer Mischung aus 5´JH-
Oligonukleotiden, die weiter stromaufwärts des J-Gensegmentes lokalisiert sind als 
die 3´JH-Primer, vervielfältigt. Diese seminested PCR ermöglicht eine höhere und 
spezifischere Ausbeute an PCR-Produkt. Als Positivkontrollen wurde DNA 
monoklonaler Zelllinien mit bekannter V-Genumlagerung benutzt. Für die IgV-Gen-
PCR wurden Laser-mikrodissektierte Einzel- und Zehnzellaliquots pro Probe 
verwendet sowie Puffer- und Membrankontrollen, die als Negativkontrollen dienten. 
In der zweiten Runde der IgV-Gen-PCR wurde etwa 100 ng genomische DNA aus B-
Zelllinien verwendet. Negativkontrollen, die anstatt DNA H2O enthielten, fungierten 
als zusätzliche Kontrollen.  
Tabelle 10: Verwendete Reagenzien für die erste Runde der IgV-Gen-PCR. Das PCR-
Reaktionsgemisch wurde auf 21 µl Zellen gegeben, sodass das Gesamtvolumen der PCR 50 µl 
beträgt.  
Reagenzien Volumen 
(µl) 
Konzentration/ Einheiten (U) 
der Stamm-Lösung 
dNTPs  2,5 2mM je dNTP 
10 x Expand High Fidelity PCR-Puffer ohne MgCl2  3  
MgCl2 4 25 mM 
Primer-Mix 5 1 µM 
Expand High Fidelity Polymerase 0,5 3,5 U/µl 
H2O 14  
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Tabelle 11: Das PCR-Programm für die erste Runde der IgV-Gen-PCR. 
Temperatur (°C) Zeit (sek) 
95 300 
68 Pause für Enzymzugabe 
72 60  
95 50 (35 Zyklen) 
61 30 (35 Zyklen) 
72 60 (35 Zyklen) 
72 300 
 
Tabelle 12: Verwendete Reagenzien für die zweite Runde der IgV-Gen-PCR. Es wurde 1 µl 
amplifiziertes Produkt aus dem Reaktionsgefäß der ersten Runde eingesetzt. Die VHL1-PCR-Reaktion 
erfolgt mit 1,5 mM MgCl2.  
Reagenzien Volumen (µl) Konzentration/ Einheiten (U) 
der Stamm-Lösung 
dNTPs 5 2 mM je dNTP 
10 x Taq PCR-Puffer ohne MgCl2 5  
MgCl2 3/5 25 mM 
Primer-Mix 5 2,5 µM 
Taq Polymerase 0,3 1,5 U/µl 
H2O 30,7/28,7  
 
 
Tabelle 13: Reaktionsbedingungen der zweiten Runden der IgV-Gen-PCR.  
Temperatur (°C) Zeit (sek) 
95 60 
95 50 (40 Zyklen) 
61 30 (40 Zyklen) 
72 60 (40 Zyklen) 
72 300 
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2.3.7 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 
Zur Extraktion von RNA aus größeren Zellmengen (≥5x105 Zellen) wurde das 
RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Die Isolation von Gesamt-RNA aus kleineren 
Zellmengen (≤5x105 Zellen) erfolgte mit dem RNeasy Micro Kit (Qiagen) oder dem 
PeqGold MicroSpin RNA Kit (PeqLab). Die Konzentrations- und Qualitätsbestimmung 
der RNA wurde mikrovolumenspektrometrisch am Nanodrop ND-1000 
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Zur 
Konzentrationsbestimmung wird beim Nanodrop die optische Dichte (OD) bei einer 
Wellenlänge von 260 nm gemessen. Zur Abschätzung der RNA-Qualität wird 
zusätzlich die OD bei 280 nm bestimmt. Der Quotient aus OD260 und OD280 gilt als 
Maß für Verunreinigungen mit Proteinen, genomischer DNA oder aromatischen 
Substanzen. Die Reverse Transkription wurde mit dem high capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems) mit zufälligen Hexamer-Oligonukleotiden 
durchgeführt.  
2.3.8 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR ist eine Erweiterung der PCR, welche die Quantifizierung von mRNA 
ermöglicht. Im Gegensatz zur konventionellen PCR, bei der das Endprodukt erfasst 
wird, erfolgt bei der qRT-PCR die Quantifizierung von mRNA mit Hilfe von 
Fluoreszenzmessungen in Echtzeit, d.h. nach jedem Zyklus wird die Amplifikation der 
mRNA gemessen. Der sogenannte TaqMan-PCR-Assay besteht aus einer 
fluorogenen Sonde, die aus einem Oligonukleotid zusammengesetzt ist, welches am 
5´-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff markiert ist, während das 3´-
Ende einen Quencherfarbstoff enthält. Bindet nun eine TaqMan-Sonde an eine 
spezifische DNA-Sequenz wird der Quencher durch die Nukleaseaktivität der Taq-
DNA-Polymerase abgespalten, sodass das Reporter-Molekül fluoreszieren kann. Die 
Fluoreszenz steigt mit der Akkumulation des Reporters mit jedem PCR-Zyklus an. 
Alle Ansätze wurden in 96- oder 384-well-PCR-Platten im ABI Prism 
7900HTSequence Detection System (Applied Biosystems) inkubiert (2 min 50°C, 10 
min 95°C; (15 sek 95°C, 1 min 60°C) x 40 Zyklen). Als Negativkontrolle wurde für 
jede TaqMan-Probe H2O verwendet. Außerdem wurde jede Probe in technischen 
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Triplikaten pipettiert. Die Software SDS 2.1 (Applied Biosystems) wurde zur 
Datenanalyse verwendet. 
2.3.9  Klonierungen 
Die Klonierung wurde in dieser Arbeit genutzt, um lentivirale Vektoren in 
Bakterienzellen zu vermehren. Zur Herstellung von lentiviralen Vektoren wurde das 
Lentiviral Gene Ontology (LeGO)-System verwendet (Weber et al. 2008). Die 
Auswahl von Oligonukleotiden zur Herstellung von short hairpin RNA (shRNA) gegen 
BATF3 wurden mit Hilfe der PrimerQuest program-Software (IDT, Coralville) 
durchgeführt. shRNA-Sequenzen, die gegen MYC oder IRF4 gerichtet sind, wurden 
aus Publikationen übernommen (Rui et al. 2010, Weilemann et al. 2015). Für die 
Überexpression von BATF3 wurde der LeGO-iG2-Vektor des LeGO-Systems 
verwendet, welcher BATF3 und GFP unter Kontrolle des SFFV-Promotors exprimiert. 
BATF3 und GFP sind durch eine IRES (interne ribosomale Eintrittsstelle, engl. 
internal ribosomal entry site) getrennt, was die Expression von BATF3 und GFP-
Reporter von einem Transkript ermöglicht (Weber et al. 2008). Ein Transkript, 
welches die Ko-Expression zweier Proteine ermöglicht wird als sogenannte bi-
cistronische mRNA bezeichnet (Morgan et al. 1992). 
2.3.8.1 Oligonukleotid-Hybridisierung 
Für die Hybridisierung von komplementären Oligonukleotiden wurden 100 µM 
Forward und Reverse Oligonukleotide in 1x PCR-Puffer gelöst und bei 95°C für 5 
Minuten denaturiert. Anschließend wurden die Oligonukleotide für 5 Minuten in ein 
Wasserbad (80°C) gegeben. Das Wasserbad wurde ausgeschaltet und die 
Oligonukleotide über Nacht inkubiert, um eine möglichst effiziente Hybridisierung der 
Oligonukleotide zu ermöglichen. Die hybridisierten Oligonukleotide enthielten neben 
den shRNA-Sequenzen Überhänge für die Restriktionsenzyme HindIII und BglII zur 
weiteren Klonierung in den pSUPER-Vektor (OligoEngine, Seattle).  
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2.3.9.2 Verdau und Ligation 
Die shRNAs wurden zuerst in den pSUPER-Vektor kloniert und anschließend unter 
Verwendung von XbaI und XhoI Restriktionsschnittstellen zusammen mit dem H1-
Promotor in den LeGO-Vektor gebracht. Dazu wurde der pSUPER-Vektor mit BglII 
und HindIII verdaut, nach Anleitung des innuPREP DOUBLEpure Kits (Analytik Jena) 
aufgereinigt und anschließend wurden die hybridisierten Oligonukleotide in den 
Vektor ligiert. Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte nach Anleitung des Rapid 
DNA Ligation Kits (Thermo Fisher Scientific). Die Ligation wird von der T4 DNA 
Ligase durchgeführt, einem Enzym, was die Bildung der Phosphodiesterbindung 
zwischen der 3´-Hydroxygruppe mit der 5´-Phosphatgruppe der DNA katalysiert. Die 
shRNA-Sequenzen wurden zusammen mit dem H1-Promotor aus dem pSUPER-
Vektor mit XbaI und XhoI aus dem Vektor herausgeschnitten und aufgereinigt. Es 
wurde für die Ligation ein molares Verhältnis von 3:1 zwischen shRNA und LeGO-
Vektor gewählt. Die Berechnung des einzusetzenden Inserts erfolgt nach folgender 
Formel:  
Menge des Inserts in ng = 3 x 
 𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑠 𝑖𝑛 𝑏𝑝
𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑃𝑙𝑎𝑠𝑚𝑖𝑑𝑠 𝑖𝑛 𝑏𝑝
 x Menge des Plasmids in ng 
2.3.9.3 Hitzeschock-Transformation von Plasmiden in Bakterien 
10-50 ng Plasmid-DNA wurden mit 10 µl chemisch kompetenter XL1-blue 
Escherichia coli Bakterien (Dako) vermischt und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Ein 
Hitzeschock zur Aufnahme der Plasmid-DNA in die Bakterien wurde im Wasserbad 
bei 42°C für 45 Sekunden durchgeführt. Daraufhin wurde die Suspension für 2 
Minuten auf Eis gelagert und mit 200 µl SOC-Medium versetzt. Die Bakterien wurden 
nun für 60 Minuten bei 37°C geschüttelt und anschließend auf LB-Platten mit 100 
μg/ml Ampicillin ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
2.3.9.4 Präparation von Plasmiden 
Einzelne Kolonien wurden von den LB-Platten gepickt und in 4 ml LB-Medium mit 
100 μg/ml Ampicillin bei 37°C für 14-16 Stunden geschüttelt. Für die Amplifikation 
größerer Plasmidmengen wurden einzelne Kolonien in 250 ml LB-Medium mit 100 
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μg/ml Ampicillin über Nacht bei 37°C geschüttelt. Die Aufbereitung der Plasmide 
erfolgte für kleinere Plasmidmengen mit dem mi-Plasmid Miniprep Kit (Metabion) und 
für größere Plasmidmengen mit dem Nucleo Bond Xtra Maxi Kit (Macherey-Nagel) 
nach Herstellerangaben. 
2.3.9.5 Sequenzierung nach Sanger  
Um die erfolgreiche Insertion der shRNAs in den LeGO-Vektor zu verifizieren und 
Mutationen der shRNA-Sequenz ausschließen zu können, wurde der Bereich des 
LeGO-Vektors, der die shRNA-Sequenz enthalten sollte, sequenziert.  
Tabelle 14: Sequenzreaktion zur Sequenzierung der shRNA nach Klonierung in den LeGO-
Vektor. 
Reagenzien Volumen (µl) Konzentration der Stamm-Lösung 
DNA 1 500 ng/µl 
5x Sequenzierungspuffer 3,5  
BigDye terminator v3.1 2  
Primer (Forward oder Reverse) 0,5 10 µM 
Betaine 4 5 M 
Wasser 9  
 
Tabelle 15: PCR-Konditionen der Sequenzreaktion. 
Temperatur (°C) Zeit (sek) 
98 300 
98 40 (30 Zyklen) 
50 60 (30 Zyklen) 
60 180 (30 Zyklen) 
Nach der Sequenzreaktion wurde die DNA präzipitiert. Dazu wurden 40 μl Wasser, 
150 μl 100% EtOH und 6 μl 1,5 M NaOAc/Dextranblau/EDTA-Lösung zum 
Sequenzreaktionsgemisch hinzupipettiert. Das Gemisch wurde für 30 Minuten bei 
11000x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 200 µl 70% 
EtOH aufgenommen und 10 Minuten bei 11000x g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde erneut verworfen und das Pellet komplett getrocknet. Die Sequenzierung der 
DNA wurde mit der 3130 Genetic Analyzer Sequenzierungsmaschine (Applied 
Biosystems) durchgeführt. Die Sequenzierung beruht auf dem Prinzip nach Sanger 
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(Sanger et al. 1977). Diese Methode ist auch als Kettenabbruchmethode bekannt. 
Hier werden außer den konventionellen dNTPs auch noch modifizierte dNTPs 
(ddNTPs) verwendet, welche durch das Fehlen der 3´-OH-Gruppe zum Abbruch der 
Polymerisierungsreaktion führen. Jedes der vier ddNTPs ist mit einem 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert. So entstehen DNA-Fragmente von 
unterschiedlicher Länge, welche dann mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und 
durch einen Laser sichtbar gemacht werden. Ein Detektor erkennt die Signale und 
gibt sie in Form eines Elektropherogramms wieder. Die Analyse der Sequenzen 
wurde mit Hilfe der SeqScape v2.5-Software (Applied Biosystems) durchgeführt.  
2.3.10 Genexpressionsanalysen (GEP) 
Für genomweite GEP, wurden GFP+ L-428-Zellen verwendet, die drei Tage nach der 
Transduktion mit sh4BATF3 oder shNT sortiert wurden. Die Qualität der RNA wurde 
mit einem 2100 Bioanalyzer (Agilent) überprüft. Es wurden drei biologische Replikate 
der sh4BATF3- und shNT-transduzierten Zellen verwendet. Die Proben liefen auf 
einer GeneST2.0 Plattform (Affymetrix, Santa Clara) und wurden mit der Partek 
Genomic Suite (Partek, St. Louis)-Software analysiert. Zur Genset-
Anreicherungsanalyse (engl. gene set enrichment analysis (GSEA) der Proben 
wurde die GSEA2-Software verwendet (Subramanian et al. 2005). 
2.4 Proteinbiochemische Methoden 
2.4.1 Herstellung von Proteinlysaten 
Je nach Verwendungszweck wurden 0,8x105 bis 5x106 Zellen in RIPA-Puffer (Santa 
Cruz Biotechnologies) lysiert. 0,8x105 Zellen wurden in 20 µl RIPA-Puffer gelöst und 
5x106 Zellen in 200-400 µl RIPA-Puffer. Der RIPA-Puffer wurde vor Verwendung mit 
einem Protease Inhibitor Cocktail und einem Phosphatase Inhibitor Cocktail 
(PhosSTOP; Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben versetzt. Die Zellen 
wurden 20 Minuten auf Eis inkubiert und alle 10 Minuten gemischt. Anschließend 
wurden die Lysate bei 4°C und 12000x g für 30 Minuten zentrifugiert. Der Überstand, 
der die Proteine enthält, wurde nach Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt.  
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2.4.2 Herstellung von nukleären und zytoplasmatischen 
Proteinlysaten 
Um nukleäre und zytoplasmatische Fraktionen aus Zellen zu erhalten, wurde das 
Nuclear/ Cytosol Fractionation Kit (BioVision) verwendet. Hier werden verschiedene 
Puffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen sowie verschiedene 
Zentrifugationsschritte verwendet, um nukleäre und zytoplasmatische Fraktionen zu 
separieren.  
2.4.3  Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde das Pierce BCA Protein Assay 
Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Dieses Kit beruht auf der Biuretreaktion bei 
der Cu2+-Ionen durch Proteine im alkalischen Medium zu Cu1+-Ionen reduziert 
werden. Der quantitative Nachweis von Proteinen wird dadurch ermöglicht, dass sich 
aus den einwertigen Kupferionen und der Bicinchoninsäure, welche im 
Reaktionsgemisch des Kits enthalten sind, ein violetter Farbstoff bildet und diese 
Reaktion bei einer Wellenlänge von 562 nm messbar ist. Als Referenzstandard 
wurde eine Verdünnungsreihe von BSA verwendet. Dabei wurden 10 µl des 
Standards mit 190 µl des BCA-Reagenz vermischt. 1 oder 2 µl der Proteinprobe 
wurden mit 199 bzw. 198 µl BCA-Reagenz gemischt und für 25 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei 562 nm mit einem BioTek Synergy 
HAT Microplate reader und der KC4-Software (BioTek Instruments Inc.) gemessen. 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt mit Hilfe der Absorptionswerte der 
Referenzproteinstandards. 
2.4.4  Ko-Immunpräzipitationen (Ko-IP) 
Bei der Ko-IP werden Proteine und deren Interaktionspartner aus einem Zelllysat 
angereichert, indem durch einen spezifischen Antikörper das Zielprotein zuerst 
markiert wird und dann der Antikörper-Protein-Komplex z.B. mit Hilfe von Protein 
A/G-Agarose präzipitiert wird. Protein A/G ist ein Fusionsprotein, welches aus den 
bakteriellen Proteinen A und G stammt und an den konstanten Teil von Antikörpern 
bindet. Außer dem durch den Antikörper direkt gebundenen Protein können auch 
dessen Interaktionspartner präzipitiert werden. Die IP wurden auf Grundlage des 
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Protein A/G PLUS-Agarose Protokolls (Santa Cruz Biotechnology Inc.) durchgeführt. 
5x106 Zellen wurden in 400 µl RIPA-Puffer lysiert und anschließend mit 10 µl Protein 
A/G-Agarose und 1 µg Maus IgG-Isotyp-Antikörper (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 
für 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Dieser Schritt diente der Aufreinigung und 
Entfernung von unspezifischen gebundenen Proteinen (engl. Preclearing) der 
Proteinlysate. So bleiben nach einem Waschschritt (2500x g, 5 Minuten) unspezifisch 
gebundene Proteine als Pellet zurück und der Überstand kann als aufgereinigtes 
Lysat in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden. Die Proteinkonzentration wurde 
nun mittels Pierce BCA Protein Assay Kit (siehe 2.4.3) bestimmt. Als „Input“-Kontrolle 
wurden 40 µg Protein (10% der Proteinmenge der Ko-IP) verwendet und für den 
späteren Western-Blot bei -20°C weggefroren. 400 µg Proteinlysat wurden mit 2 µg 
anti-BATF3-, anti-JUN-, anti-JUNB- oder anti-IRF4-Antikörper versetzt und für 60 
Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 25 µl Protein A/G-Agarose 
hinzugefügt und das Gemisch wurde über Nacht bei 4°C rotiert. Am nächsten Tag 
wurde das Lysat bei 2500x g für 5 Minuten zentrifugiert und anschließend wurde der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet, welches das Präzipitat 
enthält, wurde anschließend dreimal in RIPA-Puffer gewaschen. Das Präzipitat, der 
Überstand und die „Input“-Kontrolle wurden nun für die anschließende Western-Blot-
Analyse weiterverarbeitet.  
2.4.5 Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) 
Die Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) ermöglicht es Protein-DNA-Bindungen in 
lebenden Zellen durch Fixierung mit Formaldehyd festzuhalten und zu untersuchen. 
Das Zielprotein, welches an eine bestimmte DNA-Sequenz gebunden hat, wird fixiert 
und anschließend wird die DNA in etwa 200-1000 bp lange Fragmente geschnitten. 
Mit Hilfe eines Antikörpers, der das Protein von Interesse erkennt, wird der Protein-
DNA-Komplex markiert und präzipitiert. Die Fixierung wird wieder aufgehoben und 
nun kann durch eine quantitative PCR mit Primern, die spezifisch für die eine DNA-
Region von Interesse sind, der jeweilige genomische Abschnitt nachgewiesen bzw. 
angereichert werden. Für die ChIP wurden 2x106 Zellen mit 1% Formaldehyd-Lösung 
bei Raumtemperatur für 10 Minuten fixiert. Die Kreuzvernetzungsreaktion wurde 
durch Zugabe von 1,25 M Glycine bei Raumtemperatur abgestoppt. Anschließend 
wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen und in ChIP-Membran-Lysepuffer 
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resuspendiert. Das gesamte Chromatin wurde durch Zugabe der Mikrokokkus 
Nuklease (3 Einheiten) fragmentiert. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Anleitung 
des Pierce Agarose ChIP Kits (Thermo Fisher Scientific). Für die ChIP-Experimente 
wurden folgende anti-humanen Antikörper in einer 1:100 Verdünnung verwendet: 
anti-JUN (sc-74543), anti-pSTAT3 (Tyr705), anti-pSTAT5 (Tyr694) und anti-pSTAT6 
(Tyr641). Der anti-humane BATF3-Antikörper wurde in einer 1:50 Verdünnung 
benutzt. Als Kontrollantikörper wurden Maus und Kaninchen IgG benutzt (Santa Cruz 
Biotechnolgy Inc., 1:200).  
2.4.6  Western-Blotting 
20-30 µg Protein oder mindestens 0,8x105 Zellen wurden für einen Western-Blot 
verwendet. Die Proteine wurden mit 4x Laemmli-Puffer (Bio-Rad, Hercules) und 1 
mM DTT versetzt und für 5 Minuten bei 85°C denaturiert. Zur Auftrennung der 
Proteine wurden 10%, 12% oder 8-16% Tris-Glycin-Acrylamid-Gele (Bio-Rad) 
verwendet. Als Laufpuffer wurde ein Tris/Glycine/SDS-Puffer von Bio-Rad verwendet 
und die Proteine wurden bei 120 Volt für etwa 60 Minuten (je nach Gel) in einer 
Gelelektrophoresekammer aufgetrennt. Proteine wurden auf eine Nitrocellulose 
Membran mit dem iBlot Dry Blotting System (Invitrogen, Carlsbad) transferiert und es 
wurde die Einstellung „Programm 4“ für 7 Minuten verwendet. Die benutzten 
Antikörper und die dazu gehörigen Verdünnungen sind in 2.1.6 zu finden. Als 
Größenstandard wurden 3 µl PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 
Scientific) und 1 µl MagicMark XP Western Protein Standard (Thermo Fisher 
Scientific) verwendet. Die Membranen wurden für eine Stunde je nach Antikörper in 
4% Milchpulver, 3% BSA oder 3% Fisch-Gelatine (alles in 1x TBST (TBS plus 0,1% 
Tween-20 gelöst) geblockt, um unspezifische Bindungen der Antikörper an die 
Membran zu reduzieren. Anschließend wurde der primäre Antikörper bei 4°C über 
Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal für 5 Minuten in 1x 
TBST gewaschen und der sekundäre Antikörper wurde für eine Stunde bei 
Raumtemperatur hinzugegeben. Zur Visualisierung der Antikörper wurde das ECL 
Plus Chemilumineszenz Detektionskit (GE Healthcare, Little Chalfont) und das 
Fusion FX7 Detektionssystem (PeqLab) verwendet. Für die Quantifizierung wurde 
die Phoretix 1D-Software (PeqLab) verwendet. Hierbei wurden die Intensitäten der 
Banden des Zielproteins auf die Bandenintensität der Referenzbedingung 
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normalisiert und dann erfolgte ein weiterer Abgleich auf die Bandenintensität der 
Ladekontrolle. 
2.5 Massenspektrometrie mittels LC-MS/MS (Liquid-
Chromatographie Massenspektometrie/ Massenspektometrie) 
Die Vorbereitung der Proben und die anschließende massenspektrometrische 
Analyse wurden am Medizinischen Proteom-Center an der Ruhr-Universität Bochum 
in der Arbeitsgruppe von Prof. Barbara Sitek durchgeführt. Massenspektrometrie 
wurde zur Identifizierung von differentiell exprimierten Proteinen durchgeführt.  
2.5.1 Probenvorbereitung und Trypsinverdau  
Die Eluate der Ko-IP wurden auf 18% Tris-Glycin-Polycrylamid-Gele geladen 
(Anamed Elektrophorese, Rodau). Nach etwa 15 Minuten Einlaufzeit der Proben in 
die Geltaschen bei 100 V wurden die einzelnen Banden aus dem Gel ausgeschnitten 
und über Nacht durch Zugabe von Trypsin (Serva Elektrophorese, Heidelberg) in 10 
mM Ammoniumhydrogencarbonatpuffer bei 37°C verdaut. Anschließend erfolgte die 
Extraktion der Peptide durch Zugabe von 20 µl einer 1:1 (v/v) Mischung aus 50% 
Acetonnitril und 0,1% Triflouressigsäure und einer 15-minütigen 
Ultraschallbehandlung. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Die Peptide wurden 
Vakuum-getrocknet und in 0,1% Triflouressigsäure gelöst. Die RPLC-MS/MS (engl. 
reversed phase liquid chromatography-mass spectrometry/ mass spectrometry)-
Analyse wurde auf einen Ulitmate 3000 RSLCano System (Thermo Fisher Scientific), 
welches online an einem Orbitrap Elite Massspektrometer (Thermo Fisher Scientific) 
gekoppelt ist, durchgeführt. Die Peptide wurden zuerst in einem Volumen von 15 µl 
injiziert und mit 0,1% Triflouressigsäure in einer Trap-Säule für 7 Minuten 
aufkonzentriert und anschließend mittels einer analytischen Säule über einen 5-40% 
Acetonitril-Gradienten bei 60°C aufgetrennt. Für das Übersichtsspektrum wurden die 
Peptidionen über einen Scanbereich von 350-2000 m/z (Masse-zu-Ladung) in der 
Orbitrap detektiert. Die 20 intensivsten Ionen wurden für die MS/MS und mittels CID 
(engl. collision-induced dissociation) fragmentiert.  
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2.5.2 Identifikation und Quantifizierung von Peptiden 
Die Identifizierung der Peptide wurde mit der Proteome Discoverer-Software (Version 
1.4.1.14; Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Für die weitere Auswertung wurde 
das Homo sapiens-Referenzproteome der UniProtKB/Swiss-Prot-Datenbank 
(Release 2015_11 vom 11.11.2015; 549.832 Einträge) verwendet. Eine tryptische 
Fehlspaltung sowie chemische Modifikationen von Methionin (Oxidation) und Cystein 
(Propionamide) wurden bei der Analyse berücksichtigt. Für Peptide wurde eine false 
discovery rate (FDR) von <1% angewendet. Die Progenesis QI-Software (Version 
2.0.5387.52102, Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle upon Tyne) wurde zur 
Quantifizierung der Peptide (sogenannte „ion intensity-based label-free 
quantification“) benutzt. Zur Berechnung der Proteinhäufigkeiten wurden die 
normalisierten Ionenintensitäten aller Peptide eines Proteins berücksichtigt. Für 
differentiell angereicherte Proteine galt als Filterkriterien ein p-Wert von ≤0,05 und 
eine FC (engl. fold change) von ≥1,5. 
2.6 Lentivirale Methoden 
Die Herstellung und Titrierung von lentiviralen Viruspartikeln, sowie die Infektion von 
Zelllinien mit den Viruspartikeln, unterliegt den Sicherheitsbestimmungen der Stufe 
S2.  
2.6.1 Produktion von Lentiviren in HEK 293T-Zellen 
Zur Herstellung von lentiviralen Partikeln wurden HEK 293T-Zellen mit dem LeGO-
Vektor, welcher die Sequenzen für die gewünschte shRNA und einen GFP-Marker 
enthält, dem pMD2.G-Vektor und den Verpackungsplasmid psPAX2 co-transfiziert. 
Für die Überexpression von BATF3 wurde der LeGO-iG2-Vektor verwendet, welcher 
BATF3 und GFP unter Kontrolle des SSFV-Promotors exprimiert (Weber et al. 2008). 
Der pMD2.G-Vektor kodiert für das lentivirale Hüllprotein (G-Protein) des Vesikular-
Stomatits-Virus, während der psPAX2-Vektor die HIV-1 Proteine gag, pol, tat und rev 
unter der Kontrolle eines CAG-Promotors exprimiert. Vor Transfektion wurden die 
HEK 293T-Zellen durch 5-minütige Inkubation in Trypsin-EDTA (PAN Biotech GmbH) 
von der Zellkulturflasche gelöst. Anschließend wurde FCS zu den Zellen 
hinzugegeben und die Zellen für 5 Minuten mit PBS gewaschen. 5x106 Zellen 
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wurden etwa 14-16 Stunden vor der Transfektion in eine 100 mm Petrischale 
ausgesät. Kurz vor der Transfektion wurde das Medium durch serum-freies Medium 
ersetzt. Es wurden zunächst 500 µl DMEM-Medium mit 30 µl GeneJuice-
Transfektionsreagenz (Merck Millipore) für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
GeneJuice enthält kationische Polyamine, welche die Aufnahme der negativ 
geladenen DNA in die Zelle erleichtern. 5 µg LeGO-, 3,5 µg pMD2.G- und 2 µg 
psPAX2-Vektoren wurden zu dem GeneJuice-Gemisch zugegeben und der Ansatz 
wurde mehrmals invertiert. Nach 15 Minuten Inkubationszeit wurde der Ansatz 
tropfenweise zu den HEK 293T-Zellen hinzugegeben. Nach 6-8 Stunden wurde das 
serum-freie Medium wieder durch FCS-haltiges Medium ersetzt. Die Viruspartikel 
wurden nach 48 oder 72 Stunden durch einen 0,45 µm großen Filter steril filtriert und 
bei -80°C weggefroren.  
2.6.2 Bestimmung des lentiviralen Titers 
Unter der Annahme, dass jede GFP-exprimierende Zelle von einem Viruspartikel 
infiziert worden ist, lässt sich der lentivirale Titer bestimmen. Hierzu wurde eine 
bestimmte Menge von HEK 293T-Zellen mit verschiedenen Verdünnungen des 
lentiviralen Überstandes infiziert. 1x105 HEK 293T-Zellen wurden in eine 24-well 
Platte ausgesät und nach etwa 2 Stunden wurden drei verschiedene Verdünnungen 
des lentiviralen Überstandes zu den Zellen hinzugegeben (1:250, 1:500, 1:1000 in 
500 µl DMEM Medium). Jede Verdünnung wurde in Duplikaten pipettiert und HEK 
293T-Zellen ohne Virusüberstand dienten als Negativkontrollen. Drei Tage später 
wurde der Anteil der GFP+-Zellen an einem FACS Canto-Durchflusszytometer 
analysiert. Die Bestimmung des Virustiters basiert auf folgender Formel: 
T = N x 
𝑷
𝑽
 
T: Titer 
N: Anzahl der ausgesäten Zellen 
V: Volumen des hinzugegebenen Virusüberstand 
P: Anteil der transduzierten Zellen 
2.6.3 Infektion von Zelllinien 
Für die Infektion der Zielzellen wurde ein MOI (engl. multiplicity of infection) von 5 
verwendet. Der MOI ist definiert als die Anzahl der Viruspartikel pro Zelle, die in einer 
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Transduktion verwendet werden. Am Tag vor der Transduktion wurden die Zelllinien 
mit Trypanblau gefärbt, ausgezählt und in optimaler Konzentration in frischem 
Medium ausgesät. Zur Transduktion wurden die Zellen zentrifugiert und im 
Virusüberstand aufgenommen. Zusätzlich wurden 10 µg/ml Polybren zu den Zellen 
hinzugefügt und es erfolgte die Zentrifugation für 60 Minuten bei 2000x g und 30°C. 
Als kationisches Polymer neutralisiert Polybren die negative Oberflächenladung der 
Viren und Zielzellen und erhöht so die Transduktionseffizienz der Zellen (Davis et al. 
2004). Abschließend wurde nach etwa 16 Stunden das Medium ersetzt und der 
Anteil der GFP+-Zellen wurde in der Mischkultur alle 3-4 Tage am FACS Canto 
bestimmt.  
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3 Ergebnisse 
3.1 BATF3 aus der AP-1-Transkriptionsfaktor-Familie ist hoch 
exprimiert in CD30+-Lymphomen 
Eine essentielle Funktion der AP-1-Faktoren JUN, JUNB und ATF3 in Lymphomen 
konnte bereits in einigen Publikationen gezeigt werden (Mathas et al. 2002, Laimer et 
al. 2012, Blonska et al. 2015, Crescenzo et al. 2015, Juilland et al. 2016). Für den 
AP-1-Transkriptionsfaktor BATF3 konnte eine erhöhte mRNA-Expression im cHL, 
PMBL und ALCL nachgewiesen werden (Rosenwald et al. 2003, Savage et al. 2003, 
Schwering et al. 2003a, Eckerle et al. 2009). Funktionell gibt es bisher allerdings 
keine Daten zur Rolle von BATF3 in Lymphomen. GEP von verschiedenen B-Zell-
Lymphomen und B-Zell-Populationen zeigen ebenfalls eine starke Expression von 
BATF3 in primären cHL, cHL-Zelllinien und im PMBL (Abbildung 1) (Tiacci et al. 
2012). Die höchste BATF3-Expression ist in HRS-Zellen von primären cHL-Fällen 
sowie in cHL-Zelllinien zu finden. Im Vergleich zu anderen Lymphomen (BL, FL, 
DLBCL, NLPHL und TCRBL) zeigt das PMBL ebenfalls erhöhte BATF3-Expression. 
Zu Beginn dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der BATF3-Ausprägung auf 
Proteinebene immunhistochemische Färbungen von verschiedenen primären 
Lymphomen angefertigt (Abbildung 1). Die Immunhistochemie (IHC) wurde am 
Senckenbergischen Institut für Pathologie am Universitätsklinikum Frankfurt am Main 
durchgeführt. Die IHC erfolgte durch Dr. Sylvia Hartmann. Für eine Bewertung als 
BATF3-positiv musste ein Fall in mindestens 50% der Tumorzellen eine Färbung 
aufweisen. Tatsächlich waren in positiv bewerteten Fällen mind. 80-90% der 
Tumorzellen positiv und in negativ bewerteten Fälle fast alle Tumorzellen negativ. In 
der IHC wurde in 21 von 30 (70%) cHL-Fällen und in 8 von 9 (89%) PMBL-Fällen 
BATF3-Protein detektiert. Eckerle und Kollegen zeigten, dass alle von ihnen 
analysierten ALCL-Fälle BATF3-Protein ausprägten (Eckerle et al. 2009). Im cHL, 
PMBL und ALCL sind in der Regel alle Tumorzellen positiv für CD30, aber auch in 
einem geringen Anteil (10-15%) der DLBCL ist die Ausprägung von CD30 zu 
beobachten (Hu et al. 2013). Insgesamt waren 18 von 30 (60%) DLBCL positiv für 
BATF3, jedoch war der Anteil unter den CD30+-DLBCL (15/20 Fälle, 75%) signifikant 
höher als in den CD30-negativen DLBCL (3/10, 30%; Abbildung 1). Die Färbung von 
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reaktiven Lymphknoten wies eine schwache Färbung in einigen, wenigen blastoiden 
Zellen innerhalb des GC und in extrafollikulären Bereichen auf. 
  
Abbildung 1: BATF3-Expression in Lymphomen. A) Publizierte GEP zeigen hohe BATF3-mRNA-
Expression im cHL, cHL-Linien und PMBL. NLPHL, TCRBL, DLBCL, FL und BL weisen hingegen 
keine bis sehr geringe BATF3-Level auf (Tiacci et al. 2012). Balken zeigen die Mittelwerte mit der 
jeweiligen Standardabweichung. B) Übersicht der BATF3-positiven Lymphome nach IHC. 70% der 
cHL, 90% der PMBL und 60% der DLBCL sind positiv für BATF3. Für das ALCL sind nach Eckerle et 
al. 2009 100% der Fälle positiv für BATF3. C) Aufteilung der BATF3
+
-DLBCL nach CD30-Status. 75% 
der CD30
+
-DLBCL sind BATF3-positiv und 30% der CD30
-
-DLBCL. D) HRS-Zellen eines EBV-
negativen cHL sind positiv für BATF3. Die IHC von DLBCL und PMBL zeigt BATF3-positive Zellen in 
einem Großteil der Tumorzellen. Die Färbung von reaktiven Lymphknoten weist einige wenige 
BATF3
+
-Zellen auf (verändert nach Lollies et al. 2017). 
Zur weiteren Bestätigung der erhöhten BATF3-Expression auf mRNA und 
Proteinebene im cHL, PMBL und ALCL wurden Proben verschiedener Lymphom-
Zelllinien mittels qRT-PCR und Western-Blot analysiert (Abbildung 2). cHL- und 
ALCL-Zelllinien zeigen dabei die höchsten BATF3-Level auf mRNA- und 
Proteinebene (Abbildung 2). In der qRT-PCR-Analyse haben die cHL-Zelllinien 
HDLM-2, KM-H2, L-1236 und L-428 nach Normalisierung zu dem Referenzgen ACTB 
eine etwa 10- bis 35-fach höhere Menge an BATF3 als die der NLPHL-Zelllinie DEV, 
die laut GEP Daten geringe BATF3-mRNA-Level aufweist. Die cHL-Linie U-HO1 
hingegen hat nur etwa doppelt so viel BATF3-Transkript wie DEV. Die PMBL-Zelllinie 
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Karpas 1106P zeigt eine doppelt so hohe Menge an BATF3-Transkript und die 
PMBL-Zelllinie MedB-1 eine 15-fach höhere Menge an BATF3-mRNA. Auffällig ist 
noch die 5-fach erhöhte BATF3-mRNA-Menge in der ABC-DLBCL-Zelllinie Oci-Ly3. 
Die beiden ALCL-Zelllinien Karpas 299 und SU-DHL-1 besitzen eine 12- bis 30-fach 
höhere Menge an BATF3-mRNA. Die GCB-DLBCL-Linien SU-DHL-4 und SU-DHL-6 
und die BL-Linien DAUDI und RAJI besitzen keine detektierbaren BATF3-mRNA- 
und Proteinlevel (Abbildung 2). Die Daten der GEP und die qRT-PCR Analyse zeigen 
somit stark erhöhte BATF3-mRNA im cHL, ALCL und PMBL.  
Die Proteinausprägung von BATF3 in verschiedenen HL- und NHL-Zelllinien wurde 
mittels Western-Blot analysiert. In allen analysierten cHL-Linien konnte BATF3-
Protein deutlich detektiert werden, nicht jedoch in der NLPHL-Linie DEV (Abbildung 
2). In Übereinstimmung mit den mRNA-Daten zeigen HDLM-2, L-1236 und L-428 die 
stärksten Expressionslevel, während U-HO1 die geringste Expression aufweist. 
Während in KM-H2 die höchsten BATF3-Transkript-Level zu beobachten sind, ist die 
BATF3-Proteinausprägung im Western-Blot vergleichsweise gering. Des Weiteren 
wurden noch NHL-Linien auf BATF3-Protein untersucht. Die ALCL-Linien Karpas 
299, SR-786 und SU-DHL-1 zeigen ebenfalls starke BATF3-Proteinlevel. Die PMBL-
Linien MedB-1 und Karpas 1106P sowie die ABC-DLBCL Zelllinie Oci-Ly3 
exprimieren BATF3-Protein (Abbildung 2). Dementsprechend übereinstimmend mit 
den mRNA-Daten konnte auch eine Proteinexpression in der Oci-Ly3 Zelllinie sowie 
in den PMBL-Linien nachgewiesen werden. Die GCB-DLBCL- (SU-DHL-4 und SU-
DHL-6) und BL-Zelllinien (BL-2, NAMALWA, DAUDI und RAJI) zeigen keine 
detektierbaren BATF3-Level in der Western-Blot-Analyse. Zusammenfassend ist 
festzustellen, dass mRNA- und Proteindaten, die mit Hilfe von qRT-PCR, IHC und 
Western-Blot, generiert wurden, übereinstimmend eine hohe BATF3-Expression in 
CD30+-Lymphomen zeigen (cHL, PMBL, ALCL und CD30+-DLBCL). 
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Abbildung 2: BATF3 ist in cHL-, PMBL- und ALCL-Zelllinien stark ausgeprägt.A) Quantitative 
Analyse der BATF3-Expression in Lymphom-Zelllinien mittels qRT-PCR. Alle analysierten cHL-Linien, 
ausgenommen der U-HO1, zeigen 10- bis 35-fach höhere mRNA-Level im Vergleich zur NLPHL-Linie, 
DEV. ALCL-Zelllinien, die PMBL-Linie MedB-1 und die ABC-DLBCL-Linie Oci-Ly3 besitzen ebenfalls 
hohe BATF3-Level. BATF3-Werte wurden zum Referenzgen ACTB normalisiert. Anschließend erfolgte 
eine weitere Normalisierung auf DEV (∆∆Ct-Methode). Balken stehen für die Mittelwerte und 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei technischen Replikaten. B) Die Western-Blot-
Analyse von cHL- und ALCL-Linien zeigt hohe BATF3-Expression. Ausnahme ist die NLPHL-Zelllinie 
DEV, welche keine detektierbaren BATF3-Level besitzt. Αls Ladekontrolle wurde TUBULIN (TUBA) 
verwendet. BATF3-Proteinexpression in NHL-Linien (B unten). Oci-Ly3, Karpas 1106P (K1106P) und 
MedB-1 prägen BATF3 aus. ACTB diente als Referenzprotein. C) Zytoplasmatische und nukleäre 
Fraktionen von cHL- und ALCL-Zelllinien. BATF3 ist stark in der nukleären Fraktion angereichert. 
TATA-box Bindeprotein (TBP) wurde als Kontrolle für die nukleäre Fraktion und TUBA als Kontrolle für 
die zytoplasmatische Fraktion verwendet. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben 
(verändert nach Lollies et al. 2017). 
Da ein aktiver Transkriptionsfaktor zur Regulation der Transkription an DNA-
Sequenzen bindet und daher im Zellkern lokalisiert ist, ist aktives BATF3 im Zellkern 
zu erwarten. Zur Analyse der subzellulären Lokalisation von BATF3, wurden nukleäre 
und zytoplasmatische Proteinfraktionen von cHL- und ALCL-Linien getrennt 
analysiert. Die Separation wurde mittels TBP und TUBA für die nukleären bzw. 
zytoplasmatischen Fraktionen geprüft. Die Western-Blot-Analyse zeigt eine 
erfolgreiche Auftrennung der beiden Fraktionen, da sich TUBA fast ausschließlich in 
der zytoplasmatischen und TBP in der nukleären Fraktion befinden (Abbildung 2). In 
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allen cHL- und auch in den ALCL-Linien Karpas 299 und SR-786 ist eine starke 
BATF3-Bande in der Kernfraktion zu sehen, während die zytoplasmatischen 
Fraktionen nur geringe BATF3-Level aufweisen. BATF3 befindet sich in diesen 
Zelllinien also überwiegend im Zellkern. Es konnte hiermit erstmals die starke 
Ausprägung von BATF3-Protein in HRS-Zellen von primären cHL-Fällen als auch in 
cHL-Zelllinien nachgewiesen werden. In Übereinstimmung mit Eckerle et al. ist 
BATF3 ebenfalls in ALCL-Zelllinien sehr stark exprimiert. Darüber hinaus zeigen die 
IHC von PMBL- und CD30+-DLBCL-Fällen und die Western-Blot-Analysen von 
PMBL-, cHL- und ALCL-Linien, dass BATF3-Ausprägung ein Merkmal von CD30+-
Lymphomen ist.  
3.2 Korrelation zwischen EBV-Status und BATF3-Expression in 
cHL 
Etwa 40% der cHL sind positiv für EBV (Mathas et al. 2016). Eine Analyse 
publizierter GEP-Daten von primären HRS-Zellen zeigt im Mittel eine etwa 2-fach 
stärkere BATF3-mRNA-Expression in EBV-negativen Fällen im Vergleich zu EBV-
positiven cHL (Tiacci et al. 2012). Aus diesem Grund wurden ebenfalls die 
immunhistochemisch gefärbten cHL-Fälle auf ihren EBV-Status untersucht. Die 
Erkennung von EBV-infizierten Lymphomen erfolgte mittels einer LMP1-Färbung. 
Hier ist allerdings zu beachten, dass das nodulär-sklerosierende cHL viel seltener mit 
EBV infiziert ist als das gemischt-zellige cHL (Engert et al. 2011). 
Abbildung 3: EBV-Status und 
BATF3-Expression im cHL. A) 90% 
der EBV-negativen cHL sind positiv 
für BATF3, während nur 30% der 
EBV-positiven Fälle auch positiv für 
BATF3 sind. **p<0,01. (verändert 
nach Lollies et al., 2017). B) Relative 
BATF3-mRNA in EBV-positiven und –
negativen cHL-Fällen (entnommen 
aus Tiacci et al. 2012). 
 
 
Von den 30 gefärbten cHL-Fällen sind 90% der EBV-negativen Fälle positiv für 
BATF3, hingegen wurden nur 30% der EBV-positiven Fälle auch positiv für BATF3 
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bewertet (Abbildung 3). Der EBV-Status der BATF3-gefärbten DLBCL wurde 
ebenfalls analysiert. Laut IHC sind unter den EBV-positiven CD30+-DLBCL 6 von 10 
(60%) positiv für BATF3, wohingegen 9 von 10 der EBV-negativen CD30+-DLBCL 
positiv für BATF3 sind (Tabelle 16). So lässt sich im DLBCL eine leichte Tendenz 
erkennen, dass EBV-negative DLBCL auch etwas häufiger positiv für BATF3 sind. 
Allerdings sind die Fallzahlen hier zu klein, um genauere Aussagen zwischen EBV-
Status und BATF3-Ausprägung im DLBCL machen zu können. Für das cHL lässt 
sich allerdings eine deutliche inverse Korrelation zwischen BATF3-Positivität und 
EBV-Negativität feststellen, da 90% der EBV--cHL-Fälle BATF3 ausprägen und nur 
30% der EBV+-cHL-Fälle auch positiv für BATF3 sind.  
Tabelle 16: Übersicht der BATF3-gefärbten Lymphome mittels IHC. Außer der BATF3-Färbung 
wurde ebenfalls der EBV-Status und im Falle der DLBCL der CD30-Status analysiert. 
Lymphom Status BATF3+/ 
Anzahl Fälle (%) 
cHL EBV+ (alle gemischt-zellige cHLs) 3/10 (30) 
EBV- (10 gemischt-zellige und 10 nodulär-
sklerosierende cHLs) 
18/20 (90) 
Gesamt 21/30 (70) 
PMBL  8/9 (89) 
DLBCL CD30- 3/10 (30) 
CD30+ EBV- 9/10 (90) 
CD30+ EBV+ 6/10 (60) 
 
3.3 BATF3-Expression in humanen tonsillären B-Zell-Populationen 
Das parallele Auftreten von CD30 und BATF3 in Lymphomen, weckt die Frage, ob 
BATF3 auch in „normalen“ CD30+-Lymphozyten exprimiert ist. Die Analyse 
publizierter GEP von verschiedenen B- und T-Zell-Populationen zeigt eine erhöhte 
BATF3-Expression in CD30+-B- und T-Lymphozyten (Eckerle et al. 2009, Tiacci et al. 
2012). So besitzen CD30+-GC-B-Zellen im Vergleich zu anderen CD30--B-Zell-
Subtypen (naive B-Zellen, GC-B-Zellen, Gedächtnis- und Plasmazellen) eine etwa 5-
fach höhere BATF3-Ausprägung (Abbildung 4). Die CD30+ extrafollikulären B-
Lymphozyten zeigen sogar 8-fach höhere BATF3-mRNA-Level im Vergleich zu 
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CD30--B-Zell-Subtypen. CD30+-T-Lymphozyten haben im Vergleich zu ruhenden und 
aktivierten CD4+- und CD8+-T-Zellen etwa 1,5-fach höhere BATF3-mRNA-
Expression. Zur Validierung der publizierten GEP der erhöhten BATF3-Ausprägung 
in CD30+-B-Lymphozyten, wurden zunächst mononukleäre Zellen aus Tonsillen 
mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und CD30+-B-Zellen mittels MACS 
angereichert, da diese nur etwa 1% der PMBCs ausmachen (persönliche 
Kommunikation Dr. Marc Weniger und Dr. Stefanie Schneider). Für die Analyse 
wurden CD30+CD20+CD38hi-GC- und CD20+CD38-CD30+-Nicht-GC-B-Zellen sowie 
CD30-CD20hiCD38+-GC-, CD20+CD38-CD27+-Gedächtnis- und CD20+CD38hi-
Plasmazellen sortiert. In den CD30+-B-Lymphozyten konnte im Vergleich zu den 
Gedächtnis-, Plasma- und GC-Zellen eine erhöhte BATF3-mRNA-Expression mittels 
qRT-PCR nachgewiesen werden (Abbildung 4). Die AP-1-Faktoren JUN und FOS 
wurden als Positivkontrolle für die Plasmazellfraktion verwendet. Es wurde keine 
Normalisierung auf ACTB vorgenommen, da die verschiedenen B-Zell-Populationen 
ACTB unterschiedlich stark regulieren (beobachtet von und kommuniziert mit Dr. 
Marc Weniger). Um die Expression dennoch vergleichen zu können, wurde 
stattdessen pro Reaktion cDNA äquivalent zu 500 Zellen je Reaktion eingesetzt. Die 
Analyse normaler B-Zell-Populationen macht deutlich, dass eine kleine Zell-
Population, die der CD30+-B-Lymphozyten, relativ hohe BATF3-Transkriptlevel 
aufweist, hingegen zeigt der Großteil der B-Zell-Populationen keine oder nur sehr 
geringe BATF3-mRNA-Level. 
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Abbildung 4: BATF3-Expression in humanen Lymphozyten. A) Expression von BATF3-mRNA in 
B- und T-Zell-Populationen. Stark erhöhte BATF3-Transkript-Level sind in CD30
+
-B-Zellen zu 
detektieren (verändert nach Tiacci et al. 2012). In CD30
+
-T-Zellen ist BATF3-mRNA ebenfalls stark 
ausgeprägt im Vergleich zu CD4
+
- und CD8
+
-T-Zellen (verändert nach Eckerle et al., 2009). N – Naive 
B-Zellen; G – Gedächtnis-B-Zellen; PZ – Plasmazellen; GCB – GC-B-Zellen; nGCB– Nicht-GC-B-
Zellen; A – aktiviert; R – ruhend. B) B-Zell-Populationen aus tonsillärem Gewebe wurden sortiert und 
auf BATF3-, JUN- und FOS-Expression untersucht. CD30
+
-B-Lymphozyten zeigen eine erhöhte 
BATF3-Ausprägung im Vergleich zu CD30
-
-B-Zell-Populationen. Dargestellt sind die Ct-Werte nach 
qRT-PCR. JUN und FOS wurden als positive Kontrolle für die Plasmazellfraktion verwendet. Die 
Balken zeigen die Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung (verändert nach Lollies 
et al. 2017). 
3.4 Ausprägung von AP-1- und IRF-Transkriptionsfaktoren in 
humanen Lymphomen 
AP-1-Proteine bilden heterodimere Transkriptionsfaktoren, z.B. aus JUN und FOS 
Mitgliedern, und auch BATFs dimerisieren mit JUN Proteinen, wie in murinen 
Lymphozyten gezeigt werden konnte (Glasmacher et al. 2012, Li et al. 2012, 
Tussiwand et al. 2012). In der Western-Blot-Analyse zeigen cHL- und ALCL-Zelllinien 
eine konsistente Proteinexpression von JUN und JUNB (Abbildung 5). Die cHL-Linien 
HDLM-2, KM-H2, L-428 und SUP-HD1 weisen hohe JUN- und JUNB-Level auf im 
Vergleich zu L-1236 und U-HO1, in denen die Proteinausprägung von JUN und 
JUNB moderat ist. In den ALCL-Linien sind für JUNB noch stärkere Banden als in 
den cHL-Zelllinien nachzuweisen. JUN ist in allen ALCL-Linien etwa so stark wie in 
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den cHL-Linien ausgeprägt. Im Gegensatz dazu zeigt die Analyse weiterer NHL-
Zelllinien keine detektierbare Expression von JUN oder JUNB in PMBL-, BL- und 
GCB-DLBCL-Linien mit einer Ausnahme. Sowohl JUN- als auch JUNB-Protein 
werden von der ABC-DLBCL-Linie Oci-Ly3 ausgeprägt. 
 
Abbildung 5: Ausprägung von JUN und JUNB in cHL- und NHL-Linien. A) ALCL- und cHL-
Zelllinien exprimieren JUN und JUNB. B) In NHL-Linien ist eine schwache Ausprägung von JUN und 
JUNB in der Oci-Ly3-Zelllinie festzustellen. Als Ladekontrolle wurde TUBA verwendet. Es wurden zwei 
biologische Replikate der beiden Western-Blots durchgeführt. Die Größe des Proteinmarkers ist in 
kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 2017).  
Ursprünglich wurden BATFs als Transkriptionsfaktoren charakterisiert, die eine 
reprimierende Wirkung auf die Transkription besitzen (Aronheim et al. 1997, Echlin et 
al. 2000). Zudem unterstützte das Fehlen einer transaktivierenden Domäne die 
These der transkriptionellen Repression durch BATFs. Aktuellere Arbeiten konnten 
jedoch zeigen, dass BATFs mit IRFs interagieren und als positive Regulatoren der 
Gentranskription fungieren (Glasmacher et al. 2012, Tussiwand et al. 2012). 
Verschiedene Studien haben eine wichtige Funktion von IRF4 und IRF5 im cHL und 
ALCL beschrieben. Beispielsweise haben Studien von Kreher et al. veranschaulicht, 
dass IRF5 zusammen mit NFB an der Ausprägung des cHL-spezifischen Phänotyps 
beteiligt ist (Kreher et al. 2014). Darüber hinaus ist IRF4 als essentieller 
Transkriptionsfaktor im ALCL beschrieben und die Herunterregulation von IRF4 hat 
toxische Effekte auf ALCL-Zelllinien und in ALCL Xenograft-Mausmodellen 
(Weilemann et al. 2015). Aus diesem Grund wurde die Expression von IRFs in cHL- 
und NHL-Linien untersucht. Western-Blot-Analysen zeigen eine starke Ausprägung 
von IRF4 und IRF5 in cHL-, ALCL- und PMBL-Linien (Abbildung 6). In den NHL-
Zelllinien Oci-Ly3 und BL2, der MM-Linie U266 sowie den beiden PMBL-Linien 
K1106P und MedB1 ist IRF4- und IRF5-Protein exprimiert. IRF8 ist in cHL- und 
ALCL-Linien kaum ausgeprägt, hingegen besitzen die DLBCL-Linien Oci-Ly3, SU-
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DHL-4 und SU-DHL-6, die BL-Linie RAJI und die PMBL-Linie Karpas 1106P starke 
IRF8-Expression (Abbildung 6).  
 
Abbildung 6: Expression von IRFs in HL- und NHL-Linien. A) HL- und ALCL-Zellen prägen IRF4 
und IRF5 stark aus. IRF8 ist nur in den cHL-Linien HDLM-2, L-428 und SUP-HD1 und der ALCL-Linie 
SU-DHL-1 schwach exprimiert. B) In NHL-Zellen sind IRF4 und IRF5 in der BL-Linie BL2, der DLBCL-
Linie Oci-Ly3, den beiden PMBL-Linien K1106P und MedB-1 und der MM-Linie U266 zu detektieren. 
IRF8 ist in den BL-Linien BL2 und RAJI, allen drei DLBCL- und den beiden PMBL-Zelllinien 
ausgeprägt. ACTB oder TUBA wurden als Ladekontrolle eingesetzt. Gezeigt ist ein repräsentativer 
Western-Blot von mindestens zwei biologischen Replikaten. Die Größe des Proteinmarkers ist 
angegeben in kDa. 
3.5 Identifizierung von BATF3-Interaktionspartnern 
Der AP-1-Transkriptionsfaktor JUN wurde als Interaktionspartner von BATF3 (damals 
noch als SNFT bzw. p21SNFT beschrieben) in der T-ALL-Zelllinie Jurkat 
charakterisiert (Iacobelli et al. 2000). In cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien sind die 
Interaktionspartner von BATF3 bisher nicht bekannt. Zur Identifizierung potentieller 
und auch unbekannter Interaktionspartner von BATF3 im cHL, wurde in Kooperation 
mit der Gruppe von Prof. Barbara Sitek von der Ruhr-Universität Bochum eine 
massenspektrometrische Analyse von BATF3-Immunpräzipitaten durchgeführt. Für 
die IP wurden Proteinlysate von 5x106 Zellen der cHL-Linie L-428 hergestellt. Es 
wurde ein IgG2a-Antikörper zur Kontrolle verwendet, da der anti-humane BATF3-
Antikörper ebenfalls vom IgG2a-Isotyp ist. Mit dieser Isotyp-Kontrolle sollen 
unspezifisch von BATF3-spezifisch angereicherten Proteinen unterschieden werden. 
Es wurden fünf biologische Replikate der IP für eine statistische Analyse hergestellt. 
Eine Übersicht der Interaktionspartner, die signifikant in allen fünf Replikaten im 
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Vergleich zur Isotyp-Kontrolle im BATF3-Immunpräzipitat angereichert waren, ist in 
Tabelle 17 dargestellt (FC ≥1,5 und p-Wert ≤0,05). BATF3 konnte am stärksten 
angereichert werden und bestätigt die erfolgreiche IP. Das NUCKS-Protein, ein 
Casein und Cyclin-abhängiges Kinase Substrat, ist etwa 50-fach und SPCS2, eine 
Untereinheit des Signal-Peptidase-Komplexes, etwa 28-fach angereichert worden. 
Eine 17-fache Anreicherung für GAK8, eine 10-fache Anreichung von DCXR und 
eine 7-fache Anreicherung von CLU, sind noch im Präzipitat von BATF3 zu 
detektieren. Das erste AP-1-Protein, das signifikant mit BATF3 immunpräzipitiert 
werden konnte, ist JUN mit einer 5,3-fachen Anreicherung. Bei der weiteren Analyse 
der nicht-signifikant angereicherten Proteine des BATF3-Immunpräzipitats fällt noch 
JUNB mit einer etwa 8-fachen Anreicherung, JUND mit einer etwa 3,4-fachen 
Anreicherung sowie IRF4 mit einer 1,4-fachen und IRF5 mit einer 1,3-fachen 
Anreicherung auf.  
Tabelle 17: Proteine, die im BATF3-Immunpräzipitat signifikant angereichert sind. 
Massenspektrometrie konnte 25 Proteine im Präzipitat von BATF3 identifizieren. IgG2a diente als 
Isotyp-Kontrolle. Fünf biologische Replikate wurden für die statistische Auswertung analysiert. 
Dargestellt sind Proteine mit einem FC von ≥1,5 und einem p-Wert von ≤0,05. 
Identifikationsnummer 
(UniProt Datenbank) 
Gensymbol Maximaler FC 
Q9NR55 BATF3 76,85 
Q9H1E3 NUCKS 49,51 
Q15005 SPCS2 27,80 
Q9HDB9 GAK8 17,43 
Q7Z4W1 DCXR 10,53 
O75153 CLU 7,21 
P05412 JUN 5,31 
P55160 NCKPL 4,30 
P61803 DAD1 2,95 
Q8IWZ3 ANKH1 2,27 
Q9P265 DIP2B 1,97 
Q9NZ08 ERAP1 1,90 
P30153 2AAA 1,87 
P62249 RS16 1,86 
Q9H0B6 KLC2 1,84 
P18858 DNLI1 1,70 
O94776 MTA2 1,68 
P40818 UBP8 1,68 
Q9UKV3 ACINU 1,65 
Q93009 UBP7 1,64 
Q9Y613 FHOD1 1,62 
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Identifikationsnummer 
(UniProt Datenbank) 
Gensymbol Maximaler FC 
P48960 CD97 1,57 
Q9H2V7 SPNS1 1,57 
P07814 SYEP 1,56 
P46777 RL5 1,53 
Die in der cHL-Zelllinie L-428 gefundenen Interaktionspartner von BATF3 sollten nun 
validiert und die Interaktion mit anderen AP-1 und IRFs in cHL- und ALCL-Linien 
näher untersucht werden. Hierzu wurden IP von BATF3, JUN und JUNB mit 
entsprechenden Isotyp-Kontrollen in cHL- und ALCL-Zelllinien durchgeführt. Ein 
Aliquot des Gesamtzelllysates vor der Präzipitation dient in der anschließenden 
Western-Blot-Analyse als sogenannte „Input“-Kontrolle. BATF3, JUN und JUNB 
wurden in den beiden cHL-Zelllinien, HDLM-2 und L-428, und den beiden ALCL-
Zelllinien, Karpas 299 und SR-786, erfolgreich präzipitiert. Die erfolgreiche IP ist in 
der deutlichen Bande für BATF3 im BATF3-Immunpräzipitat, für JUN im JUN-
Immunpräzipitat und für JUNB im JUNB-Immunpräzipitat erkennbar (Abbildung 7). 
Bei der HDLM-2 cHL-Linie ist im BATF3-Immunpräzipitat neben den starken Banden 
für BATF3 ebenfalls eine starke Bande für JUNB und eine schwache Bande für JUN 
erkennbar. JUN und JUNB konnten also mit BATF3 präzipitiert werden. Im JUN-
Immunpräzipitat sind ebenfalls BATF3 und JUN detektierbar. Ein Signal für BATF3 ist 
im JUNB-Immunpräzipitat zu finden, allerdings ist für JUN kein Signal detektierbar. 
Die IP von L-428, SR-786 und Karpas 299 verhalten sich sehr ähnlich zu denen von 
HDLM-2. Ein Unterschied ist hier allerdings die sehr viel stärkere Bande für BATF3 in 
der JUNB-Präzipitation in L-428, Karpas 299 und SR-786. Des Weiteren ist im JUN-
Immunpräzipitat von L-428 und den beiden ALCL-Linien eine stärkere Bande für 
JUNB zu sehen, was im JUN-IP der HDLM-2-Zelllinie nicht der Fall ist.  
  Ergebnisse 
66 
 
 
Abbildung 7: JUN und JUNB sind Interaktionspartner von BATF3. In cHL- und ALCL-Zellen 
können JUN und JUNB im BATF3-Präzipitat nachgewiesen werden. Ebenfalls ist BATF3 stark im 
JUNB-Präzipitat und leicht im JUN-Präzipitat angereichert. Als Isotyp-Kontrolle wurde IgG und als 
„Input“-Kontrolle Gesamtzellextrakt verwendet. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben 
(verändert nach Lollies et al. 2017). IP – Immunpräzipitation. 
Da BATFs mit IRFs Komplexe bilden können (Murphy et al. 2013) und in der 
massenspektrometrischen Analyse des BATF3-Immunpräzipitats IRF4 leicht 
angereichert vorzufinden ist, wurde das IRF4-Proteinlevel nach BATF3-IP 
angeschaut. Für IRF4 konnte im BATF3-Präzipitat von L-428 und SR-786 keine 
Bande detektiert werden, allerdings wurde ein deutliches Signal im Überstand der 
Zelllysate sichtbar (Abbildung 8), was darauf hindeutet, dass IRF4 unter diesen 
Versuchsbedingungen nicht mit BATF3 präzipitiert. Eine mögliche Interaktion kann 
aber grundsätzlich nicht ausgeschlossen werden, da die Interaktion von IRFs mit AP-
1-Komplexen nur über eine schwache Bindung von drei Aminosäuren stattfindet 
(Tussiwand et al. 2012). So könnte das hier angewandte Protokoll der Präzipitation 
ungeeignet für eine derart schwache Interaktion sein, indem durch das mehrmalige 
Waschen des Präzipitats mit RIPA-Puffer mögliche Komplexe gelöst werden 
könnten. Zusammenfassend konnte mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse 
und der anschließenden IP von BATF3, JUN und JUNB gezeigt werden, dass BATF3 
mit JUN sowie JUNB Komplexe in cHL- und ALCL-Zelllinien bildet.  
  Ergebnisse 
67 
 
Abbildung 8: IRF4 ist nicht im BATF3-
Immunpräzipitat zu detektieren. IRF4 ist 
nur im Überstand (Ü) von L-428 und SR-786 
zu finden. Zur Überprüfung der erfolgreichen 
BATF3-IP wurde ebenfalls ein Western-Blot 
von BATF3 durchgeführt. Zwei biologische 
Replikate wurden pro Zelllinie angefertigt. 
Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa 
angegeben (verändert nach Lollies et al. 
2017). 
3.6 Herunterregulation von BATF3 durch shRNA-vermittelten 
lentiviralen Gentransfer  
Da bis zur Beginn dieser Dissertation nichts über die Funktion von BATF3 in CD30+-
Lymphomen bekannt war, sollte die Funktion von BATF3 im cHL, ALCL und PMBL 
näher untersucht werden. Aus diesem Grund wurden lentivirale shRNA-Vektoren zur 
Herunterregulation von BATF3 hergestellt. Zu Beginn wurden vier verschiedene 
Oligonukleotide entworfen, die zur mRNA von BATF3 komplementär sind und als 
shRNA zur Herunterregulation von BATF3 fungieren sollten (Abbildung 9). Als 
Kontrolle wurde ein sogenanntes shNT-Oligonukleotid (engl. non-target, NT) 
verwendet, welches zu keiner humanen mRNA komplementär ist und dazu dient, 
unspezifische Effekte der lentiviralen Transduktion zu erkennen bzw. ausschließen 
zu können.  
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der shRNA-Bindestellen in der BATF3-mRNA. Drei der 
vier shRNA, die zur Herunterregulation von BATF3 hergestellt wurden, binden in der CDS von BATF3. 
Die vierte shRNA bindet in einem Bereich der 3´UTR in der BATF3-mRNA. CDS – kodierende DNA-
Sequenz; UTR – untranslatierte Region. 
Die erfolgreich transduzierten Zelllinien wurden durch ihre GFP-Expression 
identifiziert und zunächst wurden von den GFP+-sortierten Zellen Proteinlysate 
hergestellt, um die Herunterregulation von BATF3 im Western-Blot zu kontrollieren. 
Je nach Zelllinie wurden dafür 0,8–2x105 Zellen verwendet. In der ersten 
Transduktion der cHL-Linien L-1236 und L-428 regulieren sh1BATF3 und sh4BATF3 
die Expression von BATF3 sehr effizient herunter und wurden für die weiteren 
Experimente verwendet. Eine weniger effiziente Herunterregulation von BATF3 wird 
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durch sh2BATF3 erreicht, während sh3BATF3 keinen sichtbaren Effekt zeigt, aus 
welchem Grund diese für weitere funktionelle Analysen ausgeschlossen wurden. 
 
Abbildung 10: Überprüfung der Herunterregulation von BATF3 durch vier spezifische shRNAs. 
L-1236 und L-428 wurden mit vier shRNAs gegen BATF3 oder einer Kontroll-shRNA ohne 
Zielsequenz (shNT) infiziert und 3 Tage nach Infektion sortiert. Im Vergleich zur Kontrolle wird die 
stärkste Herunterregulation bei sh1BATF3- und sh4BATF3-transduzierten Zellen erreicht. Zellen, die 
mit sh2BATF3 transduziert wurden, zeigen eine geringe Herunterregulation von BATF3, während 
sh3BATF3-transduzierte Zellen keine veränderten BATF3-Proteinlevel aufweisen. Der prozentuale 
Anteil von BATF3-Protein ist nach Normalisierung auf die Ladekontrolle ACTB und die shNT-
transduzierte Probe dargestellt. Die Größe des Proteinmarkers ist angegeben in kDa. shNT – 
shnontarget; B3 –BATF3. 
Im Vergleich zur shNT-transduzierten Kontrolle zeigen alle analysierten Zelllinien 
stark reduzierte bis nicht mehr detektierbare BATF3-Proteinlevel. Die 
Proteinexpression wurde mit der Phoretix 1D-Software quantifiziert und die BATF3-
Expression wurde auf ACTB und shNT-Kontrolle normalisiert. Die Western-Blot-
Analysen der shRNA-transduzierten cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien sind in 
Abbildung 11 dargestellt. Die BATF3-Proteinexpression wird in cHL- und ALCL-Linien 
mit beiden shRNAs um mindestens 70% gesenkt. Nur in der cHL-Linie U-HO1 sowie 
in der PMBL-Line MedB-1 können die BATF3-spezifischen shRNAs die 
Proteinexpression nicht effizienter als 60% in U-HO1 Zellen bzw. 45% in MedB-1 
Zellen herunterregulieren. Beim Vergleich der beiden shRNAs scheint die Reduktion 
der BATF3-Expression im Allgemeinen mit sh1BATF3 geringfügig effizienter als mit 
sh4BATF4.  
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Abbildung 11: BATF3-Herunterregulation durch shRNA-vermittelte lentivirale Transduktion. Die 
cHL-Linien HDLM-2, L-1236, L-428, U-HO1 und SUP-HD1, die ALCL-Linien Karpas 299, SR-786 und 
SU-DHL-1 und die PMBL-Zelllinie MedB-1 zeigen stark reduzierte BATF3-Proteinlevel nach 
Transduktion mit zwei verschiedenen shRNAs gegen BATF3. GFP-positive Zellen wurden 3-4 Tage 
nach Infektion sortiert und auf BATF3-Ausprägung mittels Western-Blot untersucht. Der prozentuale 
Anteil von BATF3-Protein ist nach Normalisierung auf ACTB und die shNT-transduzierte Kontrollprobe 
dargestellt. Die Größe des Proteinmarkers ist angegeben in kDa. Es wurden mindestens zwei 
biologische Replikate pro Zelllinie durchgeführt (verändert nach Lollies et al. 2017). 
3.7 Effekt auf das Wachstum von ALCL-, cHL- und PMBL-Zelllinien 
nach BATF3-Herunterregulation 
Die Zelllinien wurden nach der Infektion mit shRNA-enthaltenden Viruspartikeln alle 
3-4 Tage durchflusszytometrisch analysiert, um den Anteil GFP-positiver, 
transduzierter Zellen in der Mischkultur zu bestimmen. Bei zell-intrinsischen, 
nachteiligen physiologischen Effekten, z.B. auf Proliferation und/oder Überleben der 
Zellen, ist eine Abnahme der GFP-positiven Population über den Messzeitraum zu 
erwarten. Die transduzierten Zelllinien wurden 3-4 Wochen kultiviert und beobachtet. 
Für die Ergebnisauswertung wurde jeder Messwert zu dem ersten Wert (Tag 3) und 
der shNT-transduzierten Kontrolle normalisiert.  
Die shBATF3-transduzierten cHL-Linien HDLM-2, L-428 und U-HO1 zeigen alle 
einen Wachstumsnachteil mit beiden shRNAs, sh1BATF3 und sh4BATF3 (Abbildung 
12). Nach 21 Tagen ist die Fraktion GFP-positiver Zellen in sh1BATF3-transduzierten 
cHL-Zelllinien auf 40-60% des anfänglichen Anteils an der Kultur reduziert. Mit einer 
Reduktion auf 20-40% zeigen die sh4BATF3-transduzierten cHL-Linien einen 
stärkeren nachteiligen Effekt auf das Wachstum. Die ALCL-Linien Karpas 299, SR-
786 und SU-DHL-1 zeigen nach shBATF3-Infektion einen noch stärkeren 
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Wachstumsnachteil als die cHL-Linien. Hier sind 21 Tage nach der Transduktion mit 
sh1BATF3 nur noch 20-55% und mit sh4BATF3 nur noch 20% der Zellen GFP+. Im 
Gegensatz zu den sechs getesteten cHL- und ALCL-Linien, die alle einen deutlichen 
Wachstumsnachteil der shBATF3-transduzierten Zellen zeigen, reagieren die PMBL-
Linien unterschiedlich auf die Herunterregulation von BATF3. Der Anteil GFP+ MedB-
1 Zellen ändert sich nach Transduktion mit sh1BATF3 nicht und nach Transduktion 
mit sh4BATF3 nur geringfügig auf 75%. Dagegen ist ein starker Wachstumsnachteil 
bei BATF3-Herunterregulation in K1106P Zellen zu beobachten. Hier sind 21 Tage 
nach Transduktion mit sh1BATF3 nur noch 20% und mit sh4BATF3 nur noch 35% 
der Zellen GFP-positiv. Als Kontrolle wurden die BL-Linie DAUDI, die GCB-DLBCL-
Linie SU-DHL-4 und die T-ALL-Linie Jurkat verwendet. Diese Zelllinien exprimieren 
kein bis nur sehr schwach BATF3 (Abbildung 2). DAUDI, SU-DHL-4 und Jurkat 
zeigen keinen Wachstumsnachteil nach Infektion mit shRNAs gegen BATF3 über 
einen Beobachtungszeitraum von 21 Tagen. Es lässt sich aus der kompetitiven 
Wachstumsanalyse der Lymphom-Linien feststellen, dass nach Herunterregulation 
von BATF3 die getesteten cHL- und ALCL-Linien sowie die PMBL-Linie K1106P 
einen starken Wachstumsnachteil in der Mischkultur zeigen. Diese Effekte sind mit 
beiden shRNAs gegen BATF3 zu beobachten, allerdings haben die mit sh4BATF3-
transduzierten Zellen einen größeren Wachstumsnachteil. Jedoch ist die 
Herunterregulation von BATF3 gezielt toxisch für Zelllinien dieser Lymphomtypen, da 
BL-, GCB-DLCBL- und T-ALL-Linien keine nachteiligen Effekte zeigen. 
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Abbildung 12: Kompetitives Wachstumsverhalten nach BATF3-Herunterregulation in 
Lymphom-Zelllinien. cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien wurden mit den angegebenen shRNAs gegen 
BATF3 infiziert und ihr Wachstumsverhalten in der Mischkultur, gemessen anhand der GFP-
Expression, wurde über einen Zeitraum von 21 Tagen verfolgt. Als Kontrolle wurden drei verschiedene 
Zelllinien verwendet, die keine oder nur sehr geringe BATF3-Expression im Vergleich zu den cHL-
Linien besitzen (BL-Linie DAUDI, GCB-DLBCL-Linie SU-DHL-4, T-ALL-Linie Jurkat). Die Messung 
wurde alle 3-4 Tage durchgeführt. Messpunkte wurden zur Messung von Tag 3 und zur shNT-
transduzierten Kontrolle normalisiert. cHL-, ALCL- und die PMBL-Zelllinie, Karpas 1106P (K1106P), 
zeigen einen Wachstumsnachteil nach BATF3-Herunterregulation. Für cHL-, ALCL- und PMBL-Linien 
wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt (verändert nach Lollies et al. 2017). 
3.7.1 Proliferationsanalyse in shBATF3-transduzierten cHL- und 
ALCL-Zelllinien 
Die beobachteten nachteiligen Wachstumseffekte in den shBATF3-transduzierten 
Zelllinien, können unter anderem auf eine reduzierte Zellproliferation zurückzuführen 
sein. Um die Auswirkungen der Herunterregulation von BATF3 auf das 
Proliferationsverhalten in cHL- und ALCL-Zelllinien zu analysieren, wurden die Zellen 
nach Transduktion mit dem Zellmembranfarbstoff Vybrant DiD markiert. Bei jeder 
Zellteilung teilt sich der Farbstoff gleichmäßig auf die Tochterzellen auf und die 
Proliferation der Zellen ist somit anhand der Abnahme der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) über den Beobachtungszeitraum im Durchflusszytometer 
feststellbar. Die cHL-Linien HDLM-2, L-428 und U-HO1 sowie die ALCL-Linien 
Karpas 299, SR-786 und SU-DHL-1 wurden für die Proliferationsanalyse verwendet. 
Vier Tage nach der Infektion wurden die Zellen mit dem Farbstoff markiert und die 
MFI der GFP+ (transduzierten) Zellen für diesen Messzeitpunkt (Tag 0) bestimmt. Die 
mit sh1BATF3- und sh4BATF3-transduzierten Lymphom-Linien wurden zum 
Anfangsmesswert und zur shNT-transduzierten Kontrolle normalisiert. Bei der 
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Analyse der cHL-Linie HDLM-2 zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme der MFI in 
der shNT-transduzierten Probe, was für eine konstante Proliferation über den 
Messzeitraum spricht. Hingegen ist bei den beiden shBATF3-transduzierten HDLM-
2-Proben eine geringere Proliferationsrate feststellbar, da die MFI in diesen Proben 
über die beiden Messzeitpunkte weniger abnimmt (Abbildung 13). Für die cHL-Linie 
L-428 ist ebenfalls festzustellen, dass shBATF3-transduzierte L-428 eine geringere 
Abnahme der MFI verzeichnen und somit langsamer proliferieren als L-428-Zellen, 
die BATF3 nicht herunterregulieren. In der U-HO1-Zelllinie zeigen sh1BATF3- und 
sh4BATF3-transduzierte Zellen ebenfalls eine langsamere Proliferation als shNT-
transduzierte Zellen, was anhand der höheren MFI im Vergleich zur Kontroll-Zell-
Population über den Beobachtungszeitraum von 10 Tagen sichtbar wird. Die ALCL-
Zelllinien SR-786 und SU-DHL-1 proliferieren nach BATF3-Herunterregulation 
ebenfalls langsamer im Vergleich zur Kontrolle, was durch die langsamere Abnahme 
der MFI deutlich wird. Ausnahme bildet die ALCL-Linie Karpas 299, da kaum ein 
Unterschied in der MFI zwischen shBATF3- und shNT-transduzierten Zellen 
erkennbar ist. Die Herunterregulation von BATF3 hat also keinen Einfluss auf das 
Proliferationsverhalten der Karpas 299-Zellen. Alle drei getesteten cHL-Zelllinien 
(HDLM-2, L-428 und U-HO1) und zwei von drei getesteten ALCL-Zelllinien (SR-786 
und SU-DHL-1) zeigen eine verringerte Proliferation nach BATF3-Herunterregulation. 
Somit führt die Herunterregulation von BATF3 zu toxischen Effekten in Form einer 
verminderten Proliferationsfähigkeit in cHL- und ALCL-Zelllinien, was die 
Abhängigkeit der cHL- und ALCL-Linien von BATF3 unterstreicht.  
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Abbildung 13: Reduzierte Proliferation von cHL- und ALCL-Zelllinien nach shBATF3-
Transduktion.Die cHL-Linien HDLM-2, L-428 und U-HO1 wurden 4 Tage nach Transduktion mit 
shRNAs gegen BATF3 (sh1B3 und sh4B3) oder einer shRNA ohne Zielsequenz (shNT) mit dem 
Zellmembranfarbstoff Vybrant DiD markiert und es wurde der Zeitpunkt 0 gemessen. Fünf und 10 
Tage später wurde ein weiteres Mal die MFI gemessen und zum Startmesspunkt verglichen. Bei den 
ALCL-Zelllinien wurde die Messung 3 und 6 Tage nach Beginn des Experiments durchgeführt, weil 
diese eine schnellere Proliferationsrate als die cHL-Linien aufweisen. Es wurden mindestens drei 
biologische Replikate pro Zelllinie durchgeführt (verändert nach Lollies et al. 2017). B3 – BATF3; 
*p<0,05; ns – nicht signifikant.  
3.7.2 Analyse des Zelltods nach BATF3-Herunterregulation im cHL 
und ALCL 
Neben reduzierter Proliferation kann der beobachtete Wachstumsnachteil von 
BATF3-herunterregulierenden cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien unter kompetitiven 
Wachstumsbedingungen auch durch erhöhte Apoptose bedingt sein. Deshalb wurde 
der Effekt der BATF3-Herunterregulation auf das Überleben von cHL- und ALCL-
Zelllinien mit Hilfe einer Annexin V- und PI-Färbung untersucht. Da sterbende Zellen 
die Expression von GFP verlieren, wurden die zu untersuchenden cHL- und ALCL-
Zelllinien 4 Tage nach der lentiviralen Infektion für GFP-Positivität sortiert. So wurde 
sichergestellt, dass nur transduzierte Zellen in die Analyse einbezogen wurden. 
Anschließend wurden die sortieren Zellen wieder für 3 Tage in Kultur genommen, 
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damit sie sich vom Stress des Sortierens erholen konnten, und mit Annexin V und PI 
gefärbt. Für die weitere Analyse wurden Zelltrümmer mit Hilfe des FSC-A und SSC-A 
Auswahlfensters ausgeschlossen. Nach der Färbung mit Annexin V und PI sind 
mehrere Populationen in der „dot plot“-Darstellung erkennbar: Annexin V-- und PI--
Zellen, welche die lebende Zell-Population darstellt, Annexin V+ PI- -Zellen, die sich in 
der Phase des frühen Zelltods befinden und Annexin V+ PI+-Zellen stellen die 
Population dar, welche sich in der späteren Phase des Zelltods befindet. Zur 
Bestimmung des Anteils der sterbenden Zellfraktion wurden alle Annexin V+-Zellen 
ausgewählt. 
 
Abbildung 14: Verringertes Überleben von L-428, U-HO1 und SR-786 nach BATF3-
Herunterregulation. Dargestellt sind repräsentative Annexin V- und PI-Färbungen von mit shRNAs 
transduzierten Zellen, welche nach Sortierung (GFP
+
) für 3 Tage wieder kultiviert wurden. Die 
Auswertung erfolgte mit der FlowJo-Software. Der prozentuale Anteil Annexin V-positiver Zellen ist 
hervorgehoben (verändert nach Lollies et al. 2017). 
In Abbildung 14 ist repräsentativ eine Annexin V- und PI-Analyse für die cHL-Linien 
L-428 und U-HO1 und die ALCL-Linie SR-786 gezeigt. In der Kontrolle der L-428-
Zellen sind 24% positiv für Annexin V, in den shBATF3-transduzierten L-428-Zellen 
hingegen 35,7% (sh1BATF3) bzw. 33,4% (sh4BATF3). Ebenfalls in U-HO1-Zellen 
steigt der Anteil Annexin V-positiver Zellen von 23,2% nach Transduktion mit shNT 
auf 37,2% bzw. 30,8 % nach Transduktion mit sh1BATF3 bzw. sh4BATF3. Im Falle 
der ALCL-Linie SR-786 ist die Zunahme sterbender Zellen nach Herunterregulation 
von BATF3 noch deutlicher ausgeprägt. Hier sind in der shNT-Kontrolle 28,4% der 
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Zellen Annexin V-positiv und 48,6% bzw. 45,9% in sh1BATF3- bzw. sh4BATF3-
transduzierten SR-786 ALCL-Zellen (Abbildung 15). 
Abbildung 15: Die Herunter-
regulation von BATF3 führt zu 
einer Zunahme von apoptotischen 
cHL- und ALCL-Zellen. GFP
+ 
sortierte cHL- und ALCL-Zelllinien 
wurden 7 Tage nach der Infektion mit 
Annexin V und PI gefärbt. Pro 
Zelllinie wurden mindestens drei 
biologische Replikate angefertigt. 
Dargestellt ist der Anteil Annexin V-
positiver Zellen in shNT- und 
shBATF3-transduzierten Zellen 
(verändert nach Lollies et al. 2017). 
B3 – BATF3. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001; ns – nicht signifikant.  
 
 
 
In der graphischen Zusammenfassung der biologischen Replikate der Annexin V-/PI-
Färbung sind ebenfalls die Ergebnisse der cHL-Linie HDLM-2 sowie der ALCL-Linien 
Karpas 299 und SU-DHL-1 dargestellt (Abbildung 15). Mit einer Ausnahme nimmt in 
allen getesteten Zelllinien der Anteil Annexin V-positiver Zellen mit 
Herunterregulation von BATF3 statistisch signifikant zu (im Mittel um 10-20%). 
Karpas 299-Zellen zeigen nach Transduktion mit den shRNAs gegen BATF3 keine 
Veränderung im Anteil sterbender Zellen im Vergleich zur shNT-Kontrolle [ein 
Ausreißer], d.h. BATF3 scheint keinen Einfluss auf die Apoptose dieser Zellen zu 
haben.  
Beim programmierten Zelltod, der Apoptose, spielen Caspasen, spezifische 
Cysteinproteasen eine essentielle Rolle. Caspase 3 gehört zu den Effektor-Caspasen 
und wird von Initiator-Caspasen durch proteolytische Spaltung aktiviert, damit sie 
anschließend andere Zielproteine der Apoptose spalten kann (Porter et al. 1999). Um 
zu klären, ob die Herunterregulation von BATF3 apoptotische Signalwege aktiviert, 
wurden die Zellen auf aktive Caspase 3 untersucht. Die Aminosäuresequenz DEVD 
wird von aktiver Caspase 3 erkannt und gespalten, und durch Verwendung eines 
Fluoreszenz-markierten DEVD-Derivat kann die Aktivität von Caspase 3 im 
Durchflusszytometer bestimmt werden. L-428, U-HO1 und SR-786 wurden für diese 
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Analyse verwendet. Nach Infektion mit den entsprechenden LeGO-Vektoren wurden 
GFP-exprimierende Zellen für aktive Caspase 3 gefärbt. Im Vergleich zu den shNT-
tranduzierten Zellen ist vermehrte Caspase 3-Aktivität in den shBATF3-
transduzierten Zellen zu erkennen (Abbildung 16). In L-428 zeigen etwa 30–50% der 
Zellen nach BATF3-Herunterregulation Caspase 3-Aktivität, während etwa nur 15% 
der shNT-tranduzierte Zellen Caspase 3-Aktivität aufweisen. In U-HO1 ist vor allem 
in der sh4BATF3-transduzierten Probe ein starker Anstieg der Caspase 3-Aktivität im 
Vergleich zur Kontrolle festzustellen. In der sh1BATF3-transduzierten U-HO1 ist ein 
leichter Anstieg von aktiver Caspase 3 zu sehen. In der Kontrolle der SR-786 sind 
etwa 8% positiv für aktive Caspase 3, hingegen zeigen rund 25% Caspase 3-Aktivität 
nach BATF3-Herunterregulation.  
 
Abbildung 16: Erhöhte Caspase 3-Aktivität nach Transduktion von shRNAs gegen BATF3 in 
cHL- und ALCL-Linien.Die cHL-Linien L-428 und U-HO1 sowie die ALCL-Linie SR-786 wurden 7 
Tage nach lentiviraler Transduktion mit shRNAs für aktive Caspase 3 gefärbt. Alle analysierten 
Zelllinien zeigen nach BATF3-Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle verstärkte Caspase 3-
Aktivität, allerdings erreicht dies keine statistische Signifikanz. Die Zusammenfassung von drei 
biologischen Replikaten ist in den rechten Balkendiagrammen dargestellt (verändert nach Lollies et al. 
2017). 
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3.8 GEP von L-428 nach BATF3-Herunterregulation 
BATF3 ist ein essentieller Faktor für cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien, da die 
Herunterregulation von BATF3 die Proliferation und das Überleben der Zellen 
beeinträchtigt. Mit Hilfe von GEP shBATF3-transduzierter Zellen sollten mögliche 
Zielgene identifiziert werden, die unter anderem eine kritische Rolle in diesen 
Prozessen spielen. Hierzu wurde die cHL-Linie L-428 mit shNT- und sh4BATF3-
enthaltenen Viruspartikeln infiziert und GFP+-Zellen wurden 3 Tage nach der 
Infektion für Protein- und RNA-Extraktionen sortiert. Es wurden drei biologische 
Replikate von shNT- und sh4BATF3-transduzierten L-428 Zellen angefertigt. Die 
extrahierten RNAs wurden für die GEP an das Biochip-Labor von PD Dr. Klein-
Hitpass übergeben. In Abbildung 17 sind die differenziell exprimierten Gene (p<0,05; 
FC ≥1,3) zwischen shNT- und sh4BATF3-transduzierten L-428-Zellen dargestellt. Es 
wurden 107 Gene detektiert, die mindestens 1,3-fach hoch- oder herunterreguliert 
sind, von denen in den sh4BATF3-transduzierten Zellen 46 herunter- und 61 
hochreguliert sind. Eine Tabelle mit allen Genen und den dazugehörigen FC ist im 
Anhang zu finden. Unter Berücksichtigung von nur Protein-kodierenden Genen 
verbleiben 22 Gene, die nach BATF3-Transduktion herunterreguliert sind und 52, die 
hochreguliert sind. BATF3 ist mit einem FC von -1,86 das stärkste herunterregulierte 
Protein-kodierende Gen in sh4BATF3-transduzierten L-428 Zellen. Eine sogenannte 
„heat-map“ veranschaulicht die unterschiedlich exprimierten Gene zwischen den 
beiden Proben (Abbildung 17). Die erfolgreiche Herunterregulation von BATF3 auf 
Proteinebene in den drei biologischen Replikaten der sh4BATF3-transduzierten L-
428 im Vergleich zur shNT-transduzierten L-428 ist in Abbildung 17 dargestellt. Eine 
kompetitive Wachstumsanalyse in der Mischkultur über einen Zeitraum von 24 Tagen 
veranschaulicht ebenfalls den Wachstumsnachteil der sh4BATF3-transduzierten 
Zellen.  
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Abbildung 17: Genexpressionsprofile (GEP) von shBATF3-transduzierten L-428-Zellen.A) „Heat 
map“ der signifikant differenziell ausgeprägten Gene in shNT- und sh4BATF3-transduzierten L-428-
Zellen, die mindestens 1,3-fach hoch- oder herunterreguliert sind. B) Western-Blot-Analyse der 
BATF3-Herunterregulation in den drei biologischen Replikaten, die für die GEP verwendet wurden. 
GFP-positive Zellen wurden 3 Tage nach der Transduktion sortiert. ACTB wurde als Ladekontrolle 
verwendet. C) Kompetitive Wachstumsanalyse der drei biologischen Replikate der transduzierten L-
428. Die sh4BATF3-transduzierten cHL-Zellen zeigen einen deutlichen Wachstumsnachteil. GFP-
positive Zellen wurden zu Tag 3 und der shNT-Kontrolle normalisiert (verändert nach Lollies et al. 
2017). *p≤ 0,05, **p≤0,01.  
Zur weiteren Validierung der BATF3-regulierten Gene wurden fünf Gene ausgewählt, 
die durch qRT-PCR-Analyse in L-428 sowie zusätzlich HDLM-2 und U-HO1 cHL-
Zelllinien bestätigt werden sollten. SMAD4, das 1,7-fach hochreguliert ist, kann 
zusammen mit SMAD3, JUN und FOS einen multimeren Komplex bilden, der AP-1-
Expression reguliert (Zhang et al. 1998). SH3RF1 ist 1,5-fach hochreguliert, ist an 
der JNK (c-Jun N-terminale Kinase aka MAPK8)-Signaltransduktion beteiligt und 
kann Apoptose induzieren (Figueroa et al. 2003). Da JNK eine MAP-Kinase ist und 
AP-1-Faktoren phosphoryliert, wurde dieses Gen als interessantes Zielgen von 
BATF3 betrachtet. MAP3K8 ist ebenfalls eine Kinase aus dem MAPK/ERK-
Signalweg, die nach BATF3-Herunterregulation höher exprimiert ist (Arthur et al. 
2013). Schließlich wurde mit ANAPC15 ein Regulator der Zellproliferation, und der 
bZIP-Transkriptionsfaktor CREBL2 ausgewählt, die beide nach sh4BATF3-
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Transduktion in der GEP herunterreguliert sind (Ma et al. 2011, Mansfeld et al. 2011). 
Neben L-428 wurden die beiden cHL-Linien HDLM-2 und U-HO1 zur Validierung der 
differentiellen Expression der ausgewählten Zielgene mit shNT und sh4BATF3 
transduziert und nach 3 Tagen auf GFP-Positivität sortiert. Es wurde RNA isoliert, 
cDNA synthetisiert und eine qRT-PCR mit TaqMan-Sonden durchgeführt. Als 
Kontrolle wurde BATF3-mRNA-Expression ebenfalls analysiert. Für alle drei cHL- 
Zelllinien wurden drei biologische Replikate angefertigt. In allen drei Zelllinien wurde 
BATF3 um etwa 70% herunterreguliert. SH3RF1 wurde in allen drei Zelllinien im 
Mittel 1,8- bis 2,5-fach höher exprimiert nach BATF3-Herunterregulation, in der 
HDLM-2 und U-HO1 ist die verstärkte SH3RF1-Expression statistisch signifikant. 
ANAPC15 zeigt in allen drei cHL-Linien eine Reduktion der mRNA-Level um 20-60% 
nach shBATF3-Transduktion. Es erreicht jedoch nur die HDLM-2 signifikant 
herunterregulierte Level von ANAPC15 mit einer Reduktion der mRNA um etwa 60%. 
MAP3K8 wird in allen drei Linien stärker ausgeprägt in sh4BATF3-transduzierten 
Zellen, allerdings ist dies nur in der HDLM-2 mit einer 1,4-fachen Hochregulation 
signifikant. CREBL2 wird mit einer Reduktion um 50-60% signifikant herunterreguliert 
in L-428 und U-HO1 nach shBATF3-Transduktion. Für SMAD4 kann zwar eine 
Tendenz der verstärkten Ausprägung um etwa 1,3-fach in allen drei cHL-Linien 
festgestellt werden, diese ist jedoch nicht signifikant (Abbildung 18). Für die fünf 
ausgewählten Gene lässt sich also eine BATF3-abhängige Regulation feststellen. 
Wenn auch nicht alle Gene in allen drei cHL-Zelllinien signifikant reguliert sind, so ist 
eine identische Tendenz zwischen allen Zelllinien zu erkennen und stimmt mit den 
Ergebnissen der GEP überein. Unter den ausgewählten Zielgenen befinden sich 
SH3RF1 und MAP3K8, die beide in der Regulation von AP-1-Aktivität beteiligt sein 
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können. SH3RF1 kann außerdem Apoptose initiieren, somit könnte dies ein Faktor 
sein, der mit für die erhöhte Apoptoserate in BATF3-herunterregulierten cHL-Linien 
verantwortlich ist. ANAPC15 ist als Zellproliferations-Regulator charakterisiert und 
zeigt eine deutliche Abnahme nach shBATF3-Transduktion in cHL-Linien, was unter 
anderem die verminderte Proliferation von cHL- und ALCL-Linien verursachen 
könnte. Der bZIP-Transkriptionsfaktor CREBL2 zeigt ebenfalls eine starke 
Herunterregulation nach BATF3-Transduktion in cHL-Linien. Die GEP von shBATF3-
transduzierten cHL-Zellen konnte somit wichtige Zielgene von BATF3 identifizieren, 
die eine essentielle Rolle bei der Ausprägung des toxischen Phänotyps von BATF3-
herunterregulierenden cHL- und ALCL-Linien spielen könnten.  
Abbildung 18: Validierung von 
BATF3-Zielgenen in cHL-
Zelllinien. Es wurden fünf 
potentielle BATF3-Zielgene 
basierend auf den Ergebnissen der 
GEP ausgewählt und deren 
Expression mittels qRT-PCR in 
HDLM-2, L-428 und U-HO1 nach 
shRNA-Transduktion untersucht. 
Dargestellt ist die relative mRNA-
Expression nach Normalisierung zu 
ACTB und der shNT-transduzierten 
Kontrolle (∆∆Ct-Methode). Drei bis 
vier biologische Replikate wurden 
angefertigt und GFP
+
-Zellen 
wurden 3 Tage nach Infektion 
sortiert. Statistisch signifikante 
Unterschiede sind zu erkennen 
durch *p<0,05, ns – nicht 
signifikant (verändert nach Lollies 
et al. 2017).  
 
 
3.8.1 Expression von BATF in cHL- und ALCL-Linien nach BATF3-
Herunterregulation 
Da BATF in einer BATF3-defizienten Maus die Funktionen von BATF3, die 
Entwicklung von CD8α+-cDCs, übernehmen kann und andersherum BATF3 ebenfalls 
für BATF kompensieren kann (Tussiwand et al. 2012), wurde die BATF-Expression 
von shBATF3-transduzierten cHL- und ALCL-Linien analysiert. Um zu klären, ob 
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BATF auf Proteinebene in Lymphom-Linien ausgeprägt ist, wurden Western-Blots 
von HL- und NHL-Linien durchgeführt. cHL- und ALCL-Linien zeigen eine BATF-
Ausprägung. HDLM-2, L-1236 und die drei ALCL-Zelllinien, Karpas 299, SR-786 und 
SU-DHL-1, besitzen eine moderate BATF-Expression, während KM-H2, L-428, SUP-
HD1 und U-HO1 starke BATF-Ausprägung aufweisen (Abbildung 19). Die BL-Linien 
DAUDI und RAJI und die GCB-DLBCL-Linien SU-DHL-4 und SU-DHL-6 haben keine 
detektierbaren BATF-Proteinlevel. Als nächstes wurden die GEP der shNT- und 
sh4BATF3-transduzierten L-428-Linie auf BATF und BATF2 Ausprägung untersucht 
(Abbildung 19). BATF- und BATF2-mRNA sind in der shNT- und shBATF3-
transduzierten L-428 gleich exprimiert. Beide zeigen schwächere Ausprägung als 
BATF3. So liegen die mRNA-Expressionswerte für BATF bei etwa 300 und die 
BATF2-Expression zeigt mit Werten um 50 kaum detektierbare mRNA-Level. Daher 
ist davon auszugehen, dass cHL-Linien BATF2 nicht ausprägen und somit wurde nur 
BATF auf Proteinebene nach BATF3-Herunterregulation analysiert. Anschließend 
wurden U-HO1 und SR-786 auf ihre BATF-Proteinausprägung nach BATF3-
Herunterregulation analysiert. Drei Tage nach Infektion mit den entsprechenden 
LeGO-Viren wurden GFP+-Zellen sortiert und für einen Western-Blot aufbereitet. 
Parallel zu BATF wurde auch BATF3-Expression untersucht, um die erfolgreiche 
Herunterregulation von BATF3 bestätigen zu können. Der BATF3 Western-Blot zeigt 
eine sehr effiziente Herunterregulation in beiden Zelllinien. In U-HO1 ist in der 
sh1BATF3-transduzierten Probe kein BATF3 detektierbar und in der sh4BATF3-
transduzierten Probe ist nur eine sehr schwache Bande erkennbar. BATF zeigt kaum 
differentielle Proteinlevel zwischen den Proben mit BATF3-Herunterregulation im 
Vergleich zur shNT-Kontrolle. Die sh1BATF3-transduzierte Probe besitzt 112% 
BATF-Expression nach Normalisierung auf ACTB und der shNT-transduzierte 
Kontrolle. Die sh4BATF3-transduzierten Probe hat 81% BATF nach Normalisierung 
im Vergleich zur shNT-Kontrolle. In SR-786 sind nach BATF3-Herunterregulation 
85% bzw. 70% BATF nach Normalisierung auf ACTB und shNT-transduzierte 
Kontrolle zu finden (Abbildung 19). Abschließend ist festzustellen, dass die 
Herunterregulation von BATF3 keine Effekte auf die Expression von BATF und 
BATF2 hat. Es ist also davon auszugehen, dass die toxischen Effekte auf die 
spezifische Herunterregulation von BATF3 zurückzuführen sind.  
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Abbildung 19: BATF-Ausprägung in Lymphom-Zelllinien. A) Der Western-Blot zeigt BATF-
Expression in cHL- und NHL-Zelllinien. BATF-Protein ist in cHL- und ALCL-Linien detektierbar. ACTB 
wurde als Ladekontrolle verwendet. B) Die BATF, BATF2 und BATF3-mRNA-Ausprägung von 
shBATF3-transduzierten L-428 ist dargestellt. Die Expressionswerte stammen aus den GEP der drei 
biologischen Replikate der shNT- und sh4BATF3-transduzierten L-428. C) BATF-Ausprägung in 
shBATF3-transduzierten U-HO1 und SR-786. Die Western-Blot-Analyse veranschaulicht konstante 
BATF-Level nach BATF3-Herunterregulation. Es wurde zur shNT-Kontrolle und zur Ladekontrolle 
ACTB normalisiert. Die prozentuale Expression ist unter der Western-Blot-Grafik dargestellt. Es 
wurden zwei biologische Replikate angefertigt und GFP
+
-Zellen wurden 4 Tage nach Infektion sortiert. 
Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 2017). 
3.8.2 Genset-Anreicherungsanalyse von shBATF3-transduzierten 
L-428-Zellen  
Die Genset-Anreicherungsanalyse (engl. gene set enrichment analysis, GSEA) ist 
eine Computer-basierte Methode, die vergleicht, ob zwischen zwei biologischen 
Gruppen ein definiertes Set von Genen statistisch signifikante Unterschiede aufweist 
(Subramanian et al. 2005). Ein sogenannter Anreicherungswert (engl. Enrichment-
Score, ES) gilt dabei als Anhaltspunkt zu welchem Grad die Gene aus einem Genset 
über- oder unterrepräsentiert sind. Um Signalwege zu identifizieren, die von BATF3 
reguliert werden können, wurde eine GSEA mit der „Hallmark“-Kollektion und der 
c2cp „curated gene set/canonical pathways“-Kollektion durchgeführt. Diese sind 
Genset-Kollektionen, welche auf Grundlage von Online-Datenbanken, Publikationen 
und dem Wissen von Experten zusammengestellt wurden.  
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Abbildung 20: Anreicherung von verschiedenen Gensets in sh4BATF3-transduzierten L-428 
Zellen, die mit dem JAK/STAT-Signalweg verknüpft sind. Gensets, die mit Interleukin-, Interferon- 
und Zytokin-Signalwegen assoziiert sind, sind signifikant angereichert in sh4BATF3-transduzierten 
Zellen. Hier wurde die c2cp „curated gene sets/ canonical pathways“-Kollektion ausgewählt. Als 
Filterkriterien wurde ein FDR < 1% und ein p-Wert <0,01 gewählt.  
Die GSEA von sh4BATF3-transduzierten L-428-Zellen zeigt im Vergleich zur shNT-
transduzierten Kontrolle eine Anreicherung von Gensets, die mit dem JAK/STAT-
Signalweg verknüpft sind (Abbildung 20). Drei Gensets basierend auf der Online-
Signalweg Datenbank REACTOME, welche zur c2cp-Kollektion gehört, weisen 
Anreicherungen der Gensets „Cytokine-Signaling in immune system“, „Interferon 
signaling“ und „Interferon alpha beta signaling“ auf. Das Genset „Interleukin 10 
Pathway“ einer weiteren Datenbank, BIOCARTA, ist ebenfalls angereichert in L-428-
Zellen, die BATF3 herunterregulieren. Alle vier dargestellten Gensets zeigen einen 
NES (engl. Normalized Enrichment-Score) zwischen 1,85 und 2,2, was eine starke 
Anreicherung bedeutet (Abbildung 20). Die GSEA der „Hallmark“-Kollektion 
identifiziert ebenfalls eine Anreicherung von Genesets, welche mit dem JAK/STAT-
Signalweg verknüpft sind, und bestätigt die Beobachtung aus der c2cp Genset-
Kollektion. Die vier Gensets „Interferon Gamma Response“, „Interferon Alpha 
Response“, „IL6 JAK STAT3 Signaling“ und „TNFA Signaling via NFκB“ sind 
signifikant angereichert in L-428-Zellen, in denen BATF3 herunterreguliert ist (Tabelle 
18). Sie haben einen NES von 1,94 bis 2,17, was einer starken Anreicherung 
entspricht. Als herunterregulierte Gensets sind „MYC targets V2“ und „MYC targets 
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V1“ zu finden, welche einen negativen NES von -1,75 und -1,94 aufweisen. Diese 
Gensets deuten darauf hin, dass Zielgene von MYC nach BATF3-Herunterregulation 
ebenfalls herunterreguliert sind. Die GSEA von sh4BATF3-transduzierten L-428-
Zellen weist auf eine BATF3-abhängige Induktion von Interferon- und Zytokin- bzw. 
JAK/STAT-Signalwegen hin (Tabelle 18 und Abbildung 20).  
Tabelle 18: Die GSEA zeigt unterschiedlich angereicherte Gensets nach BATF3-
Herunterregulation. GEP von sh4BATF3-transduzierten Zellen wurden mit shNT-transduzierten L-
428-Zellen verglichen. Dargestellt sind Gensets der „Hallmark“-Kollektion mit einem FDR < 1 % und 
einem p-Wert < 0,01. NES* – engl. normalized enrichment score. 
Genset NES* 
angereichert in sh4BATF3  
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 2,17 
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 2,12 
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 1,97 
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 1,94 
herunterreguliert in sh4BATF3 
HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 -1,94 
HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 -1,75 
3.9 MYC ist herunterreguliert nach Transduktion mit shBATF3 
Die Analyse der GEP von L-428-Zellen nach BATF3-Herunterregulation gibt 
Hinweise auf eine Reduktion MYC-regulierter Gene. Die Analyse der MYC-mRNA-
Expression in den GEP der transduzierten L-428 zeigt eine Reduktion der MYC-Level 
in sh4BATF3-transduzierten Zellen im Vergleich zur shNT-Kontrolle (Abbildung 21). 
Diese Reduktion ist jedoch nicht signifikant (p=0,15), was erklärt warum MYC nicht in 
der Liste der signifikant regulierten Zielgene von BATF3 zu finden ist (Anhang). In der 
shNT-transduzierten Kontrollprobe ist eine mittlere MYC-mRNA-Expression von 1190 
zu finden. Die mittlere Expression in den sh4BATF3-transduzierten Zellen liegt 
hingegen bei 1040. MYC-Protein ist in der Western-Blot-Analyse von HL-Linien 
moderat bis stark exprimiert (Abbildung 21, ebenfalls beobachtet von Dr. Markus 
Schneider). 
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Abbildung 21: MYC-Herunterregulation in shBATF3-transduzierten L-428 und MYC-
Proteinausprägung in HL-Linien. A) MYC-mRNA-Expression in shNT- und sh4BATF3-
transduzierten L-428. Die Balken in der Abbildung markieren Minimum und Maximum der Messwerte. 
Der Mittelwert ist im Balken-Diagramm als mittlere schwarze Linie dargestellt. B) MYC-Proteinlevel in 
HL-Zelllinien. ACTB wurde als Ladekontrolle verwendet. Alle HL-Linien zeigen moderate bis starke 
MYC-Level. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 2017).  
Um festzustellen, ob MYC-Protein nach BATF3-Herunterregulation verringert ist, 
wurde die MYC-Ausprägung nach lentiviraler Transduktion von shRNAs gegen 
BATF3 untersucht. Verschiedene Lymphom-Zelllinien wurden 4 Tage nach Infektion 
mit den entsprechenden LeGO-Viren sortiert und Western-Blots für BATF3 und MYC 
angefertigt. Es wurden mindestens 0,8x105 GFP-sortierte Zellen für eine 
Proteinexpressionsanalyse verwendet. In HDLM-2 ist nach BATF3-
Herunterregulation ebenfalls eine Reduktion der MYC-Proteinlevel zu beobachten 
(Abbildung 22). ShBATF3-transduzierte HDLM-2-Zellen reduzieren BATF3-Level auf 
12% (sh1BATF3) und auf 24% (sh4BATF3) und MYC-Level auf 41% (sh1BATF3) 
und 68% (sh4BATF3) im Vergleich zur shNT-transduzierten Kontrolle und ACTB. L-
428-Zellen regulieren ebenfalls MYC nach Transduktion mit shRNAs gegen BATF3 
herunter. Sh1BATF3-transduzierte L-428 reduzieren BATF3-Protein auf 10% und 
MYC auf 48%. Auch sh4BATF3-transduzierte L-428 regulieren BATF3 auf 10% und 
MYC auf 18% im Vergleich zu shNT-transduzierten L-428-Zellen und ACTB herunter. 
U-HO1-Zellen weisen nach BATF3-Herunterregulation ebenfalls verringerte MYC-
Level auf. MYC-Protein sinkt in der U-HO1 nach BATF3-Herunterregulation auf 31% 
(sh1BATF3) und auf 54% (sh4BATF3) ab. BATF3 ist in shBATF3-transduzierten U-
HO1 nicht mehr detektierbar (sh1BATF3) und auf 2% (sh4BATF3) nach 
Normalisierung auf shNT-transduzierte Kontrollzellen und ACTB gesunken. Die 
ALCL-Zelllinie Karpas 299 reguliert ebenso MYC herunter. So zeigen Karpas 299 
eine Reduktion von MYC auf 40% (sh1BATF3) und auf 80% (sh4BATF3). ShBATF3-
transduzierte Karpas 299-Zellen reduzieren BATF3-Proteinlevel auf 20% (sh1BATF3) 
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und auf 30% (sh4BATF3). SR-786-Zellen weisen nach BATF3-Herunterregulation 
auch eine Reduktion von MYC-Protein auf 43% (sh1BATF3) und 38% (sh4BATF3) 
auf. Die BATF3-Level sind auf 30% (sh1BATF3) und 12% (sh4BATF3) nach 
lentiviraler Infektion mit den entsprechenden Viren verringert. Die ALCL-Linie SU-
DHL-1 reduziert die Proteinlevel von BATF3 auf 16% (sh1BATF3) und 5% 
(sh4BATF3) und von MYC auf 50% (sh1BATF3) und 35% (sh4BATF3) nach 
shBATF3-Transduktion (Abbildung 22). Es ist festzustellen, dass in allen 
untersuchten cHL- und ALCL-Zelllinien MYC-Protein nach BATF3-Herunterregulation 
reduziert ist. Eine Zusammenfassung der biologischen Replikate ist in Abbildung 22 
zu sehen.  
 
Abbildung 22: Abnahme der MYC-Proteinlevel nach BATF3-Herunterregulation in cHL- und 
ALCL-Zelllinien. In allen untersuchten cHL- und ALCL-Linien ist eine konsistente Abnahme von MYC 
nach BATF3-Herunterregulation festzustellen. Die prozentuale Expression nach Normalisierung auf 
ACTB und shNT-transduzierten Zellen ist unter der Western-Blot-Grafik dargestellt. ist. Pro Zelllinie 
wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt und GFP
+
 Zellen wurden 3-4 Tage nach 
Infektion sortiert. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 
2017). *p<0,05; ns – nicht signifikant. 
Ebenfalls wurde die MYC-Ausprägung in PMBL-Linien nach Transduktion mit 
shRNAs gegen BATF3 untersucht (Abbildung 23). Hierzu wurden 4 Tage nach der 
lentiviralen Infektion GFP+-Zellen sortiert und Proteinlysate für die anschließende 
Western-Blot-Analyse hergestellt. Da die PMBL-Linie Karpas 1106P im Vergleich zu 
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cHL- und ALCL-Linien geringere BATF3-Level aufweist und zusätzlich schlechte 
Transduktionseffizienzen zeigt, konnten keine ausreichenden Zellmengen für eine 
Western-Blot-Analyse sortiert werden. Stattdessen wurde die BATF3- und MYC-
Ausprägung mit Hilfe von qRT-PCR analysiert. Das erste Replikat der MedB-1 zeigt 
eine Herunterregulation der BATF3-Level auf 55% bzw. 64% im Vergleich zur 
Kontrolle. Die MYC-Level hingegen steigen auf 160% im Vergleich zur shNT-
transduzierten Kontrolle und ACTB. Im zweiten Replikat von MedB-1 ist eine noch 
effizientere Herunterregulation von BATF3 zu sehen. ShBATF3-transduzierte MedB-
1 regulieren BATF3-Proteinlevel auf 40% (sh1BATF3) und auf 29% (sh4BATF3) 
herunter. MYC-Protein steigt in sh1BATF3-transduzierten Zellen auf 156% an, in 
sh4BATF3-transduzierten Zellen sinken Proteinlevel jedoch auf 83%. Die BATF3-
Level in der Karpas 1106P zeigen eine deutliche Abnahme nach Transduktion mit 
sh1BATF3 und sh4BATF3. ShBATF3-transduzierte Karpas 1106P regulieren BATF3 
auf rund 40% (sh1BATF3) und auf 55% (sh4BATF3) herunter. Für MYC ist ebenfalls 
eine Abnahme zu verzeichnen nach Herunterregulation von BATF3. Hier liegen die 
MYC-mRNA-Level zwischen 55% und 70% nach shBATF3-Transduktion. Die 
Herunterregulation von BATF3 ist also in beiden PMBL-Linien zu sehen, allerdings 
zeigt nur die Karpas 1106P eine Herunterregulation von MYC wie es in cHL-Zelllinien 
zu beobachten war. 
 
Abbildung 23: Herunterregulation von BATF3- und MYC-Ausprägung in PMBL-Linien. A) Zwei 
biologische Replikate (I und II) der MedB-1 Zelllinie nach Transduktion mit shBATF3 sind dargestellt. 
BATF3 ist in shBATF3-transduzierten MedB-1 herunterreguliert, allerdings zeigt sich keine Reduktion 
von MYC. Unter den Western-Blot-Analysen ist die prozentuale Ausprägung nach Normalisierung auf 
ACTB und shNT-transduzierte Zellen zu sehen. Die Größe des Proteinmarkers ist angegeben in kDa. 
B) qRT-PCR von shBATF3-transduzierten Karpas 1106P. Die prozentuale BATF3- und MYC-mRNA-
Expression nach Normalisierung ist zu sehen. Balken stellen den Mittelwert mit Standardabweichung 
für drei biologische Replikate dar. GFP
+
-Zellen wurden 4 Tage nach Infektion sortiert (verändert nach 
Lollies et al. 2017). 
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3.10  Überexpression von BATF3 kann die MYC-Ausprägung 
verstärken 
Um zu klären, ob die gezielte Expression von BATF3 zur Ausprägung von MYC 
führen kann, wurde eine cHL-Zelllinie, die geringe BATF3-Level aufweist mit BATF3-
exprimierenden Lentiviren infiziert. Der LeGO-iG2-Vektor exprimiert BATF3 
zusammen mit GFP unter dem gleichen Promotor, dabei sind BATF3-cDNA und GFP 
durch eine IRES-Sequenz getrennt, so dass die Expression des GFP-Reporters die 
Expression der BATF3-Sequenz in voller Länge anzeigt (Kozak 2005). Die U-HO1 
zeigt auf Proteinebene die geringste BATF3-Ausprägung der untersuchten cHL-
Linien (Abbildung 2). Zusätzlich prägt sie im Vergleich zu den anderen cHL-Linien 
relativ moderate Level von MYC aus (Abbildung 21). Aus diesem Grund wurde U-
HO1 ausgewählt, um BATF3-Überexpression zu induzieren. U-HO1-Zellen wurden 
mit den entsprechenden LeGO-iG2 Lentiviren infiziert und nach etwa 48 Stunden auf 
GFP-Positivität sortiert. Eine Leervektor-Kontrolle (eV-Kontrolle, engl. empty vector), 
welche anstatt der BATF3-cDNA keine Sequenz und nur den GFP-Marker enthält, 
wurde ebenfalls analysiert. In Abbildung 24 sind die Ergebnisse der Western-Blots 
von zwei biologischen Replikaten dargestellt. In der Leervektor-Kontrolle ist kein 
BATF3-Protein detektierbar, hingegen zeigen U-HO1 mit BATF3-Überexpressions-
konstrukt eine sehr starke Bande für BATF3. Die Überexpression von BATF3 
resultiert in einer Bandenintensität, welche den gleichzeitigen Nachweis der 
schwachen endogenen BATF3-Expression in U-HO1 verhindert. Die Betrachtung der 
MYC-Expression nach Transduktion mit dem BATF3-Überexpressionskonstrukt zeigt 
eine verstärke Ausprägung von MYC im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle. So ist in 
nach Normalisierung auf ACTB und Leervektor-Kontrolle eine 1,2-fach und 1,7-fach 
verstärkte MYC-Expression festzustellen. Die Überexpression von BATF3 in der cHL-
Linie U-HO1 führt somit zu einer verstärkten MYC-Ausprägung.  
  Ergebnisse 
89 
 
Abbildung 24: Expression von BATF3 kann MYC-
Proteinlevel in der U-HO1 cHL-Linie verstärken. 
Die cHL-Zelllinie U-HO1, welche nur geringe 
endogene BATF3-Level aufweist, wurde mit BATF3-
überexprimierenden Viren infiziert und etwa 48 
Stunden nach der Transduktion sortiert. MYC-
Proteinlevel wurden zur eV-Kontrolle (ohne Insert) 
und ACTB normalisiert. Es wurden drei biologische 
Replikate durchgeführt. Unter dem MYC Western-
Blot ist die prozentuale MYC-Ausprägung 
angegeben. Die Größe des Proteinmarkers ist 
angegeben in kDa (verändert nach Lollies et al. 
2017).  
3.11  MYC ist ein direktes Zielgen von BATF3 
Die konsistente Reduktion von MYC nach BATF3-Herunterregulation, wirft die Frage 
auf, ob MYC ein direktes Zielgen von BATF3 ist. Die nähere Betrachtung der 
genomischen Region von und um MYC zeigt eine AP-1-Erkennungsstelle in der 
MYC-Promotorsequenz (Iavarone et al. 2003). 
 
Abbildung 25: Schematischer Ausschnitt der genomischen Region von MYC. Es sind Exon 1 
und 2 zu sehen sowie die Sequenz der AP-1-Erkennungsstelle (verändert nach Lollies et al. 2017).  
Aus diesem Grund wurden ChIP-Experimente mit anschließender qRT-PCR (ChIP-
qRT-PCR) durchgeführt. Hierzu wurden 2x106 Zellen mit Formaldehyd fixiert und mit 
einem BATF3- oder Kontroll-Antikörper wurden Proteine und daran gebundene DNA 
präzipitiert. Anschließend wurde eine qRT-PCR mit Primern durchgeführt, die die AP-
1-Erkennungsstelle im MYC-Promotor amplifizieren. Ein IgG-Antikörper dient als 
Negativkontrolle. Zusätzlich wurden weitere Primerpaare hergestellt, die drei DNA-
Abschnitte amplifizieren, die zwischen -6 kb und +13 kb von der AP-1-Sequenz im 
MYC-Promotor entfernt liegen und selber keine AP-1-Erkennungssequenz enthalten. 
Um gleiche PCR-Reaktionsbedingungen zu ermöglichen, besitzen die resultierenden 
PCR-Produkte alle etwa die gleiche Größe wie das AP-1-PCR-Produkt. Die cHL-
Zelllinien L-428 und U-HO1 sowie die ALCL-Zelllinien Karpas 299 und SU-DHL-1 
wurden für die ChIP-qRT-PCR verwendet. In der L-428 ist ein etwa 1,2-faches Signal 
für die AP-1-Erkennungssequenz im MYC-Promotor nach Normalisierung auf die 
sogenannte „Input“-Kontrolle festzustellen (Abbildung 26). Als „Input“-Kontrolle wird 
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eine DNA-Kontrolle bezeichnet, die vor Präzipitation und nach Fixierung und Lyse 
der Zellen abgenommen wird. Sie entspricht 10% der Ausgangsmenge an 
Zellmaterial vor Präzipitation mit dem entsprechenden Antikörper. Die Untersuchung 
der IgG (Isotypen)-Kontrolle zeigt nur ein 0,2-faches ChIP-Signal im Vergleich zur 
„Input“-Kontrolle. Die drei DNA-Kontrollsequenzen geben nur ein sehr schwaches 
ChIP-Signal, was in der BATF3- und IgG-Probe etwa gleich ist. Ein etwa 1,4-faches 
Signal zeigt die U-HO1 nach BATF3-ChIP im Vergleich zur „Input“-Kontrolle. Die IgG-
Kontrolle gibt nur etwa ein 0,3-faches Signal nach Normalisierung auf die „Input“-
Kontrolle. Die drei Kontroll-Produkte zeigen nur sehr schwache ChIP-Signale, die 
zwischen 0,04 und 0,1 liegen und zwischen BATF3-ChIP und IgG-ChIP kaum 
variieren. In den ALCL-Zelllinien ist ebenfalls ein stärkeres ChIP-Signal für die AP-1-
Seite im MYC-Promotor in der BATF3-ChIP im Vergleich zur IgG-ChIP zu sehen. Die 
Karpas 299 zeigt ein 0,35-faches ChIP-Signal nach BATF3-ChIP im Vergleich zur 
„Input“-Kontrolle. Die Kontroll-ChIP weist nur ein 0,04-faches Signal nach 
Normalisierung zur „Input“-Kontrolle auf. Hier zeigen die Kontroll-PCR-Produkte ein 
leicht erhöhtes Signal in der BATF3-ChIP im Vergleich zur IgG-Kontrolle. Die Signale 
für die Kontroll-Produkte liegen hier bei 0,1 bis 0,2 nach BATF3-ChIP und für die IgG-
ChIP zwischen 0,02 und 0,03. Die Analyse der SU-DHL-1-Zelllinie ergibt ChIP-
Signalintensitäten von 1,2 nach BATF3-ChIP und Normalisierung zur „Input“-
Kontrolle. Die IgG-Kontrolle zeigt ein ChIP-Signal von 0,2 nach Normalisierung, 
hingegen erreichen die Kontroll-PCR-Produkte nur Signalwerte von 0,05 und 0,1 
nach Normalisierung. Es ist also festzustellen, dass nach BATF3-ChIP erhöhte 
Signale für die AP-1-Bindestelle im MYC-Promotor erkennbar sind. Für drei 
Kontrollstellen sowie in der IgG-Kontrolle sind keine vergleichbaren 
Signalintensitäten festzustellen. BATF3 bindet also spezifisch an die AP-1-
Erkennungssequenz im MYC-Promotor. 
Da BATF3 Komplexe mit JUN in cHL- und ALCL-Linien bilden kann (Abbildung 7) 
und außerdem in der murinen NIH-3T3 Fibroblasten-Linie JUN an die AP-1-
Erkennungsstelle im MYC-Promotor bindet (Iavarone et al. 2003), wurde ebenfalls 
eine ChIP-qRT-PCR mit JUN durchgeführt. Hierzu wurden L-428- und U-HO1-Zellen 
verwendet. Als Kontrollregionen wurden die gleichen zu amplifizierenden 
genomischen Regionen wie für die BATF3-ChIP verwendet. In beiden cHL-Linien ist 
ein erhöhtes ChIP-Signal nach JUN-ChIP für die AP-1-Erkennungssequenz 
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festzustellen (Abbildung 26). Die Kontroll-PCR-Produkte zeigen für die JUN- und 
Kontroll-ChIP Werte, die unter einer Signalstärke von 0,1 nach Normalisierung 
liegen. Ebenfalls ist für die IgG-Kontrolle ein kaum detektierbares Signal (<0,1) für 
die AP-1-Erkennungsstelle im MYC-Promotor in beiden Zelllinien zu verzeichnen. 
Hingegen ist nach der JUN-ChIP für die AP-1-Erkennungsstelle des MYC-Promotors 
ein relatives Signal von etwa 2,1-fach in U-HO1 und von etwa 0,6-fach in L-428 zu 
detektieren. JUN erkennt also in den cHL-Linien L-428 und U-HO1 ebenso wie 
BATF3 die AP-1-Erkennungssequenz im MYC-Promotor und kann so die Expression 
von MYC regulieren.  
 Abbildung 26: Bindung von BATF3 
und JUN an eine AP-1-
Erkennungssequenz im MYC-Promotor. 
A) Für die cHL-Linien L-428 und U-HO1 
und für die ALCL-Linien Karpas 299 und 
SR-786 wurde eine BATF3-ChIP mit 
anschließender qRT-PCR durchgeführt. In 
der qRT-PCR wurden neben einer AP-1-
Erkennungsbindestelle, die sich in der 
MYC-Promotorregion befindet, auch drei 
Kontrollseiten ohne AP-1-
Erkennungssequenzen analysiert. Als 
Negativkontrolle wurde ein IgG-Antikörper 
verwendet. Drei biolgische Replikate 
wurden pro Zelllinie untersucht. B) JUN-
ChIP mit anschließender qRT-PCR für L-
428 und U-HO1. Es wurden die gleichen 
Produkte wie nach BATF3-ChIP 
amplifiziert und analysiert. Ein IgG-
Antikörper wurde als Negativkontrolle 
verwendet. Zwei biologische Replikate 
wurden angefertigt (verändert nach Lollies 
et al. 2017). 
 
 
 
3.12  BATF3-Expression nach MYC-Herunterregulation 
Für die weitere Analyse wurde MYC in cHL- und ALCL-Zelllinien herunterreguliert, 
um festzustellen, ob MYC auch die Ausprägung von BATF3 regulieren kann. Dazu 
wurden Zellinien mit Viren infiziert, die shRNAs gegen MYC enthalten. Es wurden 
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zwei verschiedene shRNAs gegen MYC verwendet. Die shRNA-Sequenzen gegen 
MYC wurden aus einer Studie von Rui et al. übernommen (Rui et al. 2010) und in 
den LeGO-Vektor kloniert. Die Klonierungen und die Produktion von shMYC-Viren 
wurden von Dr. Markus Schneider durchgeführt. Transduzierte Zellen wurden 3-4 
Tage nach der Infektion sortiert und für die anschließende MYC- und BATF3-
Proteinanalyse aufbereitet. HDLM-2, L-428, Karpas 299 und SR-786 wurden mit 
sh1MYC-, sh2MYC- oder shNT-Viren infiziert. In allen vier Zelllinien ist eine 
Herunterregulation von MYC zu verzeichnen (Abbildung 27). Nach Transduktion mit 
sh1MYC- oder sh2MYC-Viren regulieren HDLM-2 cHL-Zellen MYC-Level um etwa 
50% herunter. Die Analyse der BATF3-Level zeigt eine Zunahme auf 274% und 
349% nach Normalisierung auf ACTB und shNT-transduzierte HDLM-2. L-428-Zellen 
zeigen eine Herunterregulation der MYC-Expression auf rund 25% im Vergleich zur 
Kontrolle. Hier steigen die BATF3-Level auf 154% nach Transduktion mit sh1MYC 
und sinken auf 79% nach Transduktion mit sh2MYC. Sh1MYC-transduzierte Karpas 
299 regulieren MYC auf 36% herunter und sh2MYC-transduzierte Karpas 299 haben 
nur noch 19% der MYC-Ausprägung nach Normalisierung. Die BATF3-Level sinken 
nach Herunterregulation von MYC auf 75% (sh1MYC) bzw. 51% (sh2MYC). SR-786 
Zellen besitzen nach Transduktion mit sh1MYC-Viren nur noch 27% MYC-Protein 
und mit sh2MYC-Viren nur noch 14%. Die Untersuchung der BATF3-Level zeigt eine 
Zunahme der BATF3-Ausprägung auf 119% bzw. 189%. Die kompetitive 
Wachstumsanalyse zeigt eine deutliche Abnahme der GFP-positiven Zellen in der 
Mischkultur über einen Zeitraum von 21 Tagen (Abbildung 27). Die 
Herunterregulation von MYC ist also toxisch für cHL- und ALCL-Zelllinien wie auch 
schon in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte (Rui et al. 2010, Weilemann et al. 
2015) (persönliche Kommunikation Dr. Markus Schneider). Allerdings hat die 
Herunterregulation von MYC keinen deutlichen und konsistenten Einfluss auf die 
BATF3-Ausprägung in cHL- und ALCL-Linien.  
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Abbildung 27: MYC-Herunterregulation und BATF3-Ausprägung in cHL- und ALCL-Linien. 
A)  HDLM-2, L-428, Karpas 299 und SR-786 wurden mit shRNAs gegen MYC transduziert und GFP-
positive Zellen wurden 3-4 Tage nach der Infektion sortiert. Die Western-Blot-Analyse veranschaulicht 
die Herunterregulation von MYC in den analysierten Zelllinien. Der prozentuale Anteil der MYC und 
BATF3-Level nach Normalisierung auf Kontrolle und ACTB sind unter den jeweiligen Western-Blots 
abgebildet. B) Die kompetitive Wachstumsanalyse zeigt eine starke Abnahme der GFP
+
-Zellen 
(verändert nach Lollies et al. 2017).  
3.13  IRF4 hat keinen Einfluss auf die MYC-Expression in cHL-
Zelllinien 
In ALCL-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulation von IRF4 eine 
Reduktion der MYC-Proteinlevel zur Folge hat (Weilemann et al. 2015). Auch wurde 
gezeigt, dass diese Regulation direkt durch Bindung von IRF4 an den MYC-Promotor 
geschieht. Um festzustellen, ob IRF4 auch in cHL-Zelllinien MYC-Expression 
reguliert, wurden shRNAs gegen IRF4 hergestellt und in den LeGO-Vektor kloniert. 
Hier wurde die gleiche Klonierungsstrategie wie für die shRNAs gegen BATF3 
gewählt. Oligonukleotidsequenzen für die Herstellung von shRNAs gegen IRF4 
wurden aus den publizierten Daten von Weilemann et al. 2015 übernommen. 
Außerdem wurden ALCL-Zelllinien mit shRNAs gegen IRF4 transduziert, um die 
Ausprägung von BATF3 nach IRF4-Herunterregulation zu analysieren. cHL- und 
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ALCL-Zelllinien wurden mit den entsprechenden LeGO-Viren infiziert und 3-4 Tage 
nach Transduktion wurden GFP+-Zellen sortiert. Anschließend wurden BATF3-, 
IRF4- und MYC-Level mit Western-Blot-Analyse angeschaut.  
 
Abbildung 28: IRF4-Herunterregulation führt zur Reduktion von MYC in ALCL- nicht aber in 
cHL-Zelllinien. A) cHL- und ALCL-Linien wurden mit zwei verschiedenen shRNAs gegen IRF4 
transduziert und 3-4 Tage nach der Infektion sortiert. Unter der jeweiligen Western-Blot Abbildung ist 
die prozentuale Expression nach Normalisierung dargestellt. B) IRF4-mRNA-Ausprägung in L-428-
Zellen nach BATF3-Herunterregulation. C) Darstellung der IRF4-Proteinlevel nach BATF3-
Herunterregulation in cHL- und ALCL-Linien. Die Normalisierung erfolgte auf ACTB und shNT-
transduzierte Kontrollprobe. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben (verändert nach 
Lollies et al. 2017).  
In allen shIRF4-transduzierten cHL-Linien ist eine Herunterregulation von IRF4 zu 
sehen (Abbildung 28). Allerdings ist in keiner der drei analysierten cHL-Linien eine 
Reduktion von MYC nach IRF4-Herunterregulation festzustellen. Bei HDLM-2 ist eine 
Reduktion der IRF4-Level in der sh1IRF4-transduzierten Probe auf 82% und in der 
sh2IRF4-transduzierten Probe auf 72% nach Normalisierung auf ACTB und shNT-
transduzierte Kontrollzellen zu beobachten. Für MYC-Protein ist eine leicht erhöhte 
Ausprägung auf 106% in der sh1IRF4-transduzierten Probe und auf 130% in der 
sh2IRF4-transduzierten Probe zu erkennen. L-428 zeigt nach sh1IRF4-Transduktion 
eine Herunterregulation von IRF4 auf 86% und eine leicht verstärkte MYC-
Expression auf 120% nach Normalisierung auf die Ladekontrolle ACTB und shNT-
transduzierte Probe. In der sh2IRF4-transduzierten L-428 zeigt sich eine IRF4-
Reduktion auf 58% und die MYC-Level sind kaum leicht angestiegen (132%) nach 
  Ergebnisse 
95 
 
Normalisierung auf ACTB und shNT-transduzierte L-428. Für U-HO1, die mit 
sh1IRF4-Viren infiziert wurden, reduziert sich IRF4 auf 90% und MYC steigt leicht auf 
118% an. Sh2IRF4-transduzierte U-HO1 haben die IRF4-Level auf 59% reduziert 
und die MYC-Expression auf 131% erhöht. Für sh1IRF4-transduzierte SR-786 
reduziert sich die IRF4-Ausprägung auf 24% und für MYC auf 28%. IRF4-Level 
reduzieren sich um etwa 70% und MYC-Level sogar um 75% in sh2IRF4-
transduzierten SR-786. Somit reguliert IRF4 in ALCL-Linien die Ausprägung von 
MYC-Protein. Die publizierten Daten von Weilemann et al. können folglich bestätigt 
werden (Weilemann et al. 2015). Diese Beobachtung ist jedoch nicht für die cHL-
Linien HDLM-2, L-428 und U-HO1 zutreffend. Hier sieht es eher so aus als würde 
MYC-Protein leicht ansteigen nach Herunterregulation von IRF4.  
Zusätzlich wurde die Expression von IRF4 nach BATF3-Herunterregulation 
untersucht. Die GEP der shBATF3-transduzierten L-428 zeigen im Vergleich zur 
Kontrollprobe einen leichten Anstieg der IRF4-mRNA-Level (Abbildung 28). Dieser ist 
jedoch nicht signifikant. Ebenfalls lässt sich keine signifikante Veränderung der IRF4-
Proteinlevel nach BATF3-Herunterregulation in der Western-Blot-Analyse feststellen 
(Abbildung 28). Sh1BATF3-transduzierte L-428 zeigen eine Zunahme von IRF4 auf 
110% und sh2BATF3-transduzierte L-428 regulieren IRF4 auf 62% herunter. In U-
HO1 ist ein leichter Anstieg auf 120% nach sh1BATF3-Transduktion und keine 
Veränderung nach sh4BATF3-Transduktion zu beobachten. Karpas 299 regulieren 
nach BATF3-Herunterregulation ebenfalls IRF4 leicht herunter und SR-786 zeigen 
nach sh1BATF3-Transduktion keine Veränderung der IRF4-Level. In Sh4BATF3-
transduzierte SR-786 ist ein leichter Anstieg der IRF4-Level auf 135% zu 
verzeichnen. Die Herunterregulation von BATF3 führt in cHL- und ALCL-Zelllinien zu 
keinen signifikant veränderten IRF4-Expressionslevel.  
3.14  CD30-Expression nach BATF3-Herunterregulation  
Die (Ko-)Ausprägung von BATF3 in CD30+-Lymphomen, wirft die Frage auf, ob ein 
funktioneller Zusammenhang zwischen CD30- und BATF3-Expression besteht. In der 
Literatur lassen sich außerdem Hinweise darauf finden, dass AP-1-Faktoren die 
CD30-Expression regulieren können (Watanabe et al. 2003, Watanabe et al. 2005, 
Atsaves et al. 2014). Die durchflusszytometrische Analyse von cHL-Linien lässt eine 
deutliche Ausprägung von CD30 in drei der vier untersuchten cHL-Linien erkennen. 
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Im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle weist nur die cHL-Linie SUP-HD1 kaum 
detektierbare CD30-Level auf (Abbildung 29). Um dieser Frage nachzugehen, wurde 
die Expression von CD30 nach Herunterregulation von BATF3 in cHL- und ALCL 
Zelllinien getestet. L-428, U-HO1 und Karpas 299 wurden nach Infektion mit shRNAs 
gegen BATF3 auf ihre CD30-Expression am Durchflusszytometer untersucht und es 
wurden drei biologische Replikate pro Zelllinie angefertigt. Zur Identifikation von 
erfolgreich transduzierten Zellen wurde die GFP-positive Population untersucht. Im 
Vergleich zu shNT-transduzierten Zellen zeigt keine der untersuchten Lymphom-
Linien eine Veränderung in der CD30-Expression nach BATF3-Herunterregulation 
(Abbildung 29). Die Herunterregulation von BATF3 alleine führt also zu keiner 
Änderung der CD30-Ausprägung in cHL- und ALCL-Zelllinien.  
 
Abbildung 29: CD30-Ausprägung nach BATF3-Herunterregulation. A) CD30-Expression in cHL-
Linien. Bis auf die SUP-HD1 zeigen alle untersuchten Linien starke CD30-Ausprägung. B) L-428, U-
HO1 und Karpas 299 wurden 4 Tage nach Infektion mit shRNAs gegen BATF3 auf ihre CD30-
Expression am Durchflusszytometer untersucht. Als Kontrolle wurden shNT-transduzierte Zellen 
verwendet. Pro Zelllinie wurden drei biologische Replikate durchgeführt (verändert nach Lollies et al. 
2017).   
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3.15  BATF3-Expression wird vom JAK/STAT-Signalweg reguliert 
Aus vorherigen Publikationen ist bekannt, dass AP-1-Faktoren vom JAK/STAT-
Signalweg in Lymphomen reguliert werden können (Ding et al. 2008, Lam et al. 
2008, Crescenzo et al. 2015). Um der Frage nachzugehen, ob BATF3 auch im cHL, 
ALCL und PMBL vom JAK/STAT-Signalweg reguliert werden kann, wurde zunächst 
die Expression von BATF3 nach Inhibition des JAK/STAT-Signalweges untersucht. 
Zur Inhibition des JAK/STAT-Signalweges wurden zwei verschiedene JAK2-
Inhibitoren getestet. Der erste JAK2-Inhibitor, TG101348, ist ein kompetitiver, hoch 
spezifischer Inhibitor von JAK2, der zur Behandlung von myeloproliferativen 
Erkrankungen eingesetzt wird (Pardanani et al. 2007a, Pardanani et al. 2007b, 
Pardanani 2011). Um eine geeignete Konzentration des Inhibitors anwenden zu 
können, wurden cHL-, ALCL- und PMBL-Zelllinien mit unterschiedlichen 
Konzentrationen behandelt und mit Hilfe eines MTS-Assays konnte die metabolische 
Aktivität von behandelten mit unbehandelten Zellen verglichen werden (Abbildung 
30). Konzentrationen bis 1,25 µM des JAK2-Inhibitors TG101348 haben kaum 
Einfluss auf die metabolische Aktivität von L-428 und U-HO1, was an der relativ 
konstanten OD deutlich wird. Im Bereich ab 2,5 µM TG101348 sinkt die OD und es 
ist eine konzentrationsabhängige Reduktion der metabolischen Aktivität beider 
Zelllinien zu beobachten. Bei einer Konzentration von 20 µM ist die metabolische 
Aktivität im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um etwa 40% bei beiden Zelllinien 
gesunken. 
Abbildung 30: Messung der metabolischen 
Aktivität von cHL-Zelllinien nach Zugabe des 
JAK2-Inhibitors TG101348. L-428 und U-HO1 
wurden für 24 Stunden mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des JAK2-Inhibitors TG101348 
behandelt. Anschließend wurde das MTS-Reagenz 
für 1 Stunde zu den Zellen hinzugefügt und die 
Absorption bei 490 nm gemessen. Eine reduzierte 
metabolische Aktivität ist anhand einer 
abnehmenden OD sichtbar.  
 
 
Für TG101348 wurde nach Analyse der metabolischen Aktivität der Lymphom-Zellen 
ein Konzentrationsbereich von 0,25 bis 20 μM je nach Zelllinie gewählt. Der Inhibitor 
wurde für 24 Stunden zu den Zellen hinzugegeben und DMSO-behandelte Zellen 
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wurden als Kontrolle verwendet. Vor Inhibitorzugabe wurden die Zellen in ihrer 
optimalen Konzentration ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
abgenommen und für die anschließende Western-Blot-Analyse vorbereitet. Als 
Indikator für die erfolgreiche Inhibition von JAK2 wurde in cHL- und PMBL-Linien 
phosphoryliertes STAT6 (pSTAT6) verwendet. In Abbildung 31 ist die JAK2-Inhibition 
für die cHL-Linien HDLM-2, L-428 und U-HO1 zu sehen. Die Proteinexpression für 
pSTAT6 in allen untersuchten cHL-Linien veranschaulicht die stetige Abnahme von 
pSTAT6 mit steigenden Konzentrationen von TG101348. Für die cHL-Linien, 
ausgenommen HDLM-2, ist ebenfalls eine stetige Abnahme der BATF3-Proteinlevel 
mit ansteigender Inhibitorkonzentration zu sehen. ACTB und STAT6 dienen als 
Ladekontrolle. Für HDLM-2 ist nach Zugabe von 5 μM TG101348 eine leichte 
Reduktion der BATF3-Level auf 74% zu sehen. Es wurde auf ACTB und 
Kontrollprobe normalisiert. Nach Zugabe von 10 μM TG101348 liegen die BATF3-
Level bei 83% und nach Zugabe von 20 μM sinkt BATF3-Protein auf 50%. Die 
pSTAT6-Ausprägung ist nach Zugabe von 5, 10 und 20 μM Inhibitor auf 20% 
gesunken. Für L-428 sinkt BATF3 nach Zugabe von 5 μM TG101348 auf 39 %, nach 
10 μM Zugabe auf 29% und mit einer Behandlung von 20 μM auf 9%. Die pSTAT6-
Level sinken mit 5 μM Inhibitorzugabe auf 23%, nach Zugabe von 10 μM auf 15% 
und nach 20 μM Zugabe auf 2%. Für die cHL-Linie U-HO1 reduziert sich BATF3 auf 
35% und pSTAT6 auf 5% nach Zugabe von 5 μM TG101348 und im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle. Nach 10 μM Inhibitorzugabe ist BATF3-Protein auf 24% 
und pSTAT6 auf 5% gesunken. Eine Reduktion der BATF3-Proteinlevel auf 14% ist 
nach 20 μM TG101348-Behandlung zu sehen. Die pSTAT6-Level sind mit dieser 
Inhibitorkonzentration auf 4% gesunken.  
AZD1480 ist ein weiterer hoch spezifischer JAK2-Inhibitor (Hedvat et al. 2009), der 
ebenfalls getestet wurde. cHL- und PMBL-Zelllinien wurden mit vier verschiedenen 
Konzentrationen des Inhibitors für 24 Stunden behandelt und die Proteinausprägung 
von BATF3 und pSTAT6 wurde untersucht. Als Referenz dienen hier ebenfalls ACTB 
und STAT6. Sehr ähnlich zu dem Inhibitorversuch mit TG101348 zeigt AZD1480 
einen Effekt auf die BATF3-Ausprägung in den cHL-Linien L-428 und U-HO1, 
allerdings ist keine Veränderung von BATF3 in HDLM-2 zu sehen (Abbildung 31). 
BATF3-Protein ist in HDLM-2 nach AZD1480-Behandlung mit 0,5 µM und 5 µM leicht 
reduziert, während 0,25 µM und 10 µM AZD1480 keine Veränderung der BATF3-
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Level bewirken. Die Analyse der pSTAT6-Level nach AZD1480-Behandlung zeigt in 
der HDLM-2 Linie deutlich, dass die Inhibition von JAK2 gelungen ist, da pSTAT6 mit 
steigender AZD1480-Konzentration fast kontinuierlich abnimmt. In L-428 nehmen die 
pSTAT6- und BATF3-Level mit steigender AZD1480-Konzentration ab. Die Zugabe 
von 0,25 µM AZD1480 lässt BATF3-Level auf 92% und pSTAT6-Level auf 73% 
sinken. Werden 0,5 µM AZD1480 zu L-428 Zellen hinzugeben ist eine Abnahme der 
BATF3-Expression auf 87% festzustellen. Die Zugabe von 1 µM AZD1480 reduziert 
BATF3 auf 75% und pSTAT6 auf 53% und die Behandlung mit 5 µM AZD1480 lässt 
BATF3 auf 57% und pSTAT6 auf 8% sinken. U-HO1 zeigt eine noch stärkere 
Abnahme der BATF3-Level nach AZD1480-Behandlung als L-428. pSTAT6 nimmt 
hier mit steigender AZD1480-Konzentration kontinuierlich ab. BATF3-Protein zeigt 
eine Reduktion auf 63% nach Zugabe von 0,25 µM AZD1480 und eine weitere 
Abnahme von BATF3 auf 23% nach Zugabe von 0,5 µM. Wird 1 µM AZD1480 zu U-
HO1-Zellen hinzugegeben sinkt BATF3 auf 26% und die Zugabe von 5 µM AZD1480 
lässt BATF3 auf 33% absinken. Die PMBL-Linien Karpas 1106P und MedB-1 zeigen 
ebenfalls eine Reduktion der BATF3-Proteinlevel nach Behandlung mit AZD1480. In 
der PMBL-Linie Karpas 1106P reduzieren sich BATF3- und pSTAT6-Level nach 
Zugabe von 0,25 µM AZD1480 auf 91% bzw. 71%. Die Behandlung mit 0,5 µM 
AZD1480 führt zu einer Abnahme auf 37% für BATF3 und auf 76% für pSTAT6. 
BATF3-Protein sinkt weiter auf 49% nach Zugabe von 1 µM AZD1480 und auf 26% 
nach Zugabe von 5 µM AZD1480. Die BATF3- und pSTAT6-Level nehmen in MedB-
1 nach AZD1480-Behandlung ebenfalls kontinuierlich ab. So besitzen die Zellen 
noch 32% der BATF3-Level und 23% der pSTAT6-Level nach Zugabe von 0,25 M 
AZD1480. Die Zugabe von 0,5 µM AZD1480 lässt BATF3 weiter auf 17% und 
pSTAT6 auf 11% absinken und 1 µM AZD1480 führt zur Reduktion der BATF3-Level 
auf 15% und der pSTAT6-Level auf 4%. 5 µM des JAK2-Inhibitors reduzieren 
BATF3-Level weiter auf 14% und für pSTAT6 ist keine Bande mehr detektierbar. 
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Abbildung 31. JAK2-Inhibition führt zur Herunterregulation von BATF3 in cHL- und PMBL-
Linien. A) BATF3-Ausprägung nach Zugabe des JAK2-Inhibitors TG101348. pSTAT6 dient als 
Referenz für JAK2-Inhibition. STAT6 und ACTB wurden als Ladekontrolle verwendet. B) Darstellung 
der BATF3-Expression mit einem weiteren JAK2-Inhibitor, AZD1480, in cHL- und PMBL-Zelllinien. Die 
prozentuale BATF3- und pSTAT6-Ausprägung ist unter den jeweiligen Western-Blots abgebildet. 
Beide Inhibitoren wurden für 24 Stunden zu den Zellen hinzugegeben. Die Größe des Proteinmarkers 
ist in kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 2017).  
ALCL-Zelllinien wurden ebenfalls mit dem JAK2-Inhibitor TG101348 behandelt 
(Abbildung 32). Basierend auf den Ergebnissen des MTS-Assays wurden für die 
ALCL-Zelllinien die Konzentrationen 1,25, 2,5, 5 und 10 µM gewählt und die 
Inhibitorzugabe wurde für 24 Stunden durchgeführt. Da ALCL-Linien kein pSTAT6 
exprimieren sondern hautpsächlich pSTAT3 ausprägen (Skinnider et al. 2002a), 
wurde pSTAT3 als Indikator für JAK2-Inhibition verwendet. Die Analyse von Karpas 
299 zeigt eine leichte Reduktion der BATF3- und pSTAT3-Level ab einer Behandlung 
mit 2,5 µM TG101348 und höher (Abbildung 32). So reduzieren sich BATF3-Level 
auf 91% und pSTAT3-Level auf 76% nach Zugabe von 2,5 µM TG101348. Nach 
Zugabe von 5 µM TG101348 sinken BATF3-Proteinlevel auf 84% und pSTAT3-Level 
auf 82%. Bei Behandlung mit 10 µM des JAK2-Inhibitors verbleiben noch 68% 
BATF3- und 40% pSTAT3-Protein. Bei SR-786 ist eine leichte Abnahme der BATF3- 
und pSTAT3-Level nach Inhibitorbehandlung zu beobachten, allerdings nehmen 
diese nicht kontinuierlich mit steigender TG101348-Zugabe ab. So ist eine Abnahme 
der pSTAT3-Level auf ungefähr 50% über den gesamten untersuchten 
Konzentrationsbereich von 1,25 µM bis 10 µM TG101348 zu erkennen. Ebenfalls 
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verbleiben die BATF3-Level bei rund 80% bei einer Inhibitorzugabe von 1,25, 2,5 und 
5 µM. Lediglich bei einer Zugabe von 10 µM sinken BATF3-Level auf 25%, jedoch 
verbleiben die pSTAT3-Level bei 58%. Die Untersuchung der SU-DHL-1 nach 
TG101348 Behandlung zeigt ebenfalls keine kontinuierliche Abnahme der BATF3- 
und pSTAT3-Proteinlevel mit steigender Inhibitorkonzentration. Bei Zugabe von 1,25 
und 2,5 µM TG101348 sinkt BATF3 auf 63% und 46% und pSTAT3 auf 87% und 
63% im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Werden 5 µM JAK2-Inhibitor hinzugefügt 
steigt BATF3 auf 114%, während pSTAT3 bei rund 60% verbleibt. Nach Behandlung 
mit 10 µM TG101348 sinkt BATF3 auf 35% und pSTAT3 auf 12% in SU-DHL-1 
Zellen. Folglich ist die Behandlung mit dem JAK2-Inhibitor TG101348 in ALCL-
Zelllinien erstens nicht sehr effizient, da keine konsistente pSTAT3-Reduktion mit 
steigender Inhibitorkonzentration feststellbar ist und zweitens sind keine eindeutigen 
Ergebnisse wie in den cHL- und PMBL-Zelllinien feststellbar, denn in keiner 
untersuchten ALCL-Linie ist eine kontinuierliche Abnahme von BATF3 mit steigender 
TG101348 Konzentration zu sehen.  
 
Abbildung 32: JAK2-Inhibition in ALCL-Zelllinien. Vier verschiedene Konzentrationen des JAK2-
Inhibitors TG101348 wurden für 24 Stunden zu den ALCL-Zelllinien Karpas 299, SR-786 und SU-
DHL-1 hinzugegeben. Die Ausprägung von BATF3 und pSTAT6 wurde quantifiziert und normalisiert 
zur DMSO-Kontrolle und ACTB. Repräsentative Abbildung für mindestens zwei biologische Replikate. 
Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben. 
Zur Untersuchung einer möglichen Korrelation zwischen pSTAT- und BATF3-
Ausprägung wurden 16 primäre cHL-Fälle für pSTAT3 gefärbt (Tabelle 19). Die 
Färbungen wurden von Dr. Sylvia Hartmann am Senckenbergischen Institut für 
Pathologie des Universitätsklinikums Frankfurt am Main angefertigt. Aus Tabelle 19 
ist zu entnehmen, dass 15 der 16 cHL-Fälle (94%) positiv für pSTAT3 sind, wovon 
neun cHL-Fälle (56%) ebenfalls positiv für BATF3 sind. In der Literatur sind weitere 
Daten zu finden, welche die Ausprägung von pSTATs in primären cHL, ALCL und 
PMBL zeigen (Skinnider et al. 2002a, Scheeren et al. 2008, Rui et al. 2010, Ritz et al. 
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2013, Crescenzo et al. 2015). Zusätzlich wurden die Fälle noch für MYC gefärbt. Hier 
sind 13 von 16 cHL-Fällen (81%) positiv für MYC. 
Tabelle 19: Zusammenfassung der IHC von BATF3, MYC und pSTAT3. 16 cHL-Fälle wurden 
gefärbt. Der EBV-Status ist ebenfalls angegeben.  
cHL 
Fallnummer EBV-Status BATF3 MYC pSTAT3 
1 EBV- + + + 
2 EBV- + + + 
3 EBV- - + + 
4 EBV- + + + 
5 EBV- + + + 
6 EBV- + + + 
7 EBV- + + + 
8 EBV- + + + 
9 EBV+ - + + 
10 EBV+ - + + 
11 EBV+ - - + 
12 EBV+ - - + 
13 EBV+ - + + 
14 EBV- - + - 
15 EBV- + - + 
16 EBV- + + + 
3.15.1 IL-13-Stimulation führt zur verstärkten BATF3-Expression in 
cHL-Zelllinien 
Verschiedene Publikationen konnten zeigen, dass sich der JAK/STAT-Signalweg 
durch Zugabe von Interleukinen im cHL verstärken lässt (Kapp et al. 1999, Skinnider 
et al. 2002a). So kann die Zugabe von IL-13 beispielsweise pSTAT6 in cHL-Linien 
induzieren (Kapp et al. 1999, Skinnider et al. 2001). Um festzustellen, ob durch 
Zugabe von Interleukinen die BATF3-Expression in cHL und ALCL induziert bzw. 
verstärkt werden kann, wurden cHL-Linien mit IL-13 und ALCL-Linien mit IL-21 
behandelt. Für ALCL-Linien wurde die Stimulation mit IL-21 gewählt, da eine 
vorherige Publikation die Induktion des JAK/STAT-Signalweges in ALCL-Zelllinien 
durch rekombinates IL-21 zeigte und die Expression von IL-21 und IL-21-Rezeptor in 
primären ALK+-ALCL nachwies (Dien Bard et al. 2009). Die Zellen wurden 6 Stunden 
vor der Stimulation in serum-freiem Medium in ihrer optimalen Zelldichte ausgesät 
und für die cHL-Linien wurden 5 ng/µl rekombinates IL-13 und für die ALCL-Linien 10 
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ng/µl rekombinates IL-21 hinzugegeben. Die BATF3- und pSTAT-Level wurden 30, 
120 und 180 Minuten nach Stimulation gemessen. Die Ct-Werte von BATF3 wurden 
zum Messzeitpunkt 0 normalisiert. TBP wurde als Ladekontrolle verwendet. Die qRT-
PCR Auswertung ergibt für BATF3-mRNA-Level eine verstärke Ausprägung bereits 
nach 30 Minuten-Stimulation. Die BATF3-Level steigen in L-1236 1,3-fach an, in L-
428 1,2-fach und in U-HO1 etwa 2-fach an (Abbildung 33). Nach 120 Minuten sind 
die Level in L-1236 und U-HO1 auf etwa 2,4-fach angestiegen und in L-428 auf etwa 
1,5-fach. Nach 180 Minuten sind die BATF3-mRNA-Level der L-428 weiter auf etwa 
2,5-fach gestiegen, während die Expression in L-1236 und U-HO1 leicht abgesunken 
ist. L-1236 zeigt etwa eine 2,2-fache Ausprägung im Vergleich zum Zeitpunkt 0 und 
U-HO1 eine etwa 1,8-fache Expression. Für die Kontrolle der Induktion des 
JAK/STAT-Signalwegs durch IL-Stimulation wurden parallel aus dem gleichen 
Zellaliquot 1x105 Zellen für eine anschließende Western-Blot-Analyse der pSTAT-
Level abgenommen. Diese konnten eine verstärkte pSTAT6-Expression in cHL-
Zelllinien nach 30 Minuten zeigen. Durch die Stimulation mit IL-13 ist eine verstärkte 
BATF3-Ausprägung auf mRNA-Ebene in cHL-Linien ebenfalls nach 30 Minuten 
festzustellen. Um zu schauen, ob BATF3-Protein auch bereits nach 30 Minuten 
verstärkt ausgeprägt wird, wurden BATF3-Level mit Western-Blot analysiert. In allen 
drei untersuchten cHL-Linien, L-1236, L-428 und U-HO1, ist eine erhöhte Expression 
von BATF3 nach 30 Minuten sichtbar. BATF3-Level steigen in L-1236 auf 272% nach 
Normalisierung auf den Zeitpunkt 0 und ACTB. L-428 zeigt eine sehr leicht verstärkte 
Expression von 105% und in U-HO1 steigt BATF3 sogar auf 570%. Auffällig ist bei 
der cHL-Linie U-HO1, dass nach IL-13 Stimulation die BATF3-mRNA-Level um etwa 
die doppelte Menge ansteigen, während auf Proteinebene eine fast 6-fache 
Hochregulation festzustellen ist. Eine mögliche Erklärung könnte der Einfluss der 
Expositionszeit bei der Proteindetektion während der BATF3 Western-Blot-Analyse 
sein. Da das Proteinlevel in unstimulierten U-HO1 sehr gering ist, ist der Nachweis 
zum Zeitpunkt 0 schwierig und eventuell ineffizient, was die Quantifizierung der 
Ergebnisse beeinflusst haben könnte. 
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Abbildung 33: IL-13-Stimulation führt zur verstärkten BATF3-Ausprägung in cHL-Linien. A) 
qRT-PCR zur Analyse der BATF3-mRNA 30, 120 und 180 Minuten nach Zugabe von IL-13 in den 
cHL-Linien L-1236, L-428 und U-HO1. Die Zelllinien wurden 6 Stunden vor Stimulation in serum-
freiem Medium ausgesät. B) BATF3-Proteinexpression nach IL-13-Stimulation in cHL-Linien. Es wurde 
auf Zeitpunkt 0 und ACTB normalisiert. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben 
(verändert nach Lollies et al. 2017). 
Die Analyse der BATF3-Expression in ALCL-Linien zeigt eine leicht verstärkte 
Ausprägung nach 30 Minuten Stimulation in der Karpas 299 (Abbildung 34). In der 
SR-786 ist für alle drei Zeitpunkte eine leichte Abnahme der BATF3-Level zu sehen. 
So sinkt nach 30 Minuten die Expression auf etwa das 0,8-fache, nach 120 Minuten 
auf etwa das 0,7-fache und nach 180 Minuten ist nur noch die Hälfte der BATF3-
mRNA vorhanden. Bei Karpas 299 erreicht die BATF3-Ausprägung nach 60 Minuten 
Stimulation wieder die Level des Zeitpunkts 0 und nach 120 Minuten liegt sie bei 
etwa 0,75-fach. Somit zeigt die Stimulation mit IL-21 in den beiden ALCL-Zelllinien 
keine verstärkte Ausprägung von BATF3. Zusammenfassend ist festzustellen, dass 
sich in cHL-Linien die BATF3-Ausprägung durch Stimulation mit IL-13 verstärken 
lässt, während die untersuchten ALCL-Linien keine verstärkte Expression nach 
Stimulation mit IL-21 zeigen. Diese Experimente verdeutlichen, dass der JAK/STAT-
Signalweg im cHL die BATF3-Ausprägung reguliert und diese sich durch IL-13-
Stimulation erhöhen lässt. 
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Abbildung 34: IL-21-Stimulation zur Untersuchung der BATF3-Ausprägung in ALCL-Zelllinien. 
qRT-PCR nach Zugabe von IL-21 in ALCL-Zelllinien. Dargestellt ist die BATF3-mRNA-Expression 
nach 30, 120 und 180 Minuten Stimulation. Die Zelllinien wurden 6 Stunden vor IL-21-Stimulation in 
serum-freien Medium ausgesät. pSTAT3-Proteinexpression wurde als Kontrolle für JAK/STAT-
Signalwegaktivierung verwendet. Die Normalisierung zur Proteinquantifizierung erfolgte auf ACTB und 
auf den Zeitpunkt 0. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben (verändert nach Lollies et al. 
2017). 
3.15.2 pSTATs binden an den BATF3-Promotor in cHL- und ALCL-
Zelllinien 
Die nähere Analyse des BATF3-Gens, speziell des Promotorbereichs, lässt 
verschiedene STAT-Erkennungssequenzen erkennen. Dadurch liegt die Vermutung 
nahe, dass STATs die BATF3-Expression direkt regulieren können. Zusätzlich zeigen 
die Inhibitorversuche mit TG101348 und AZD1480 sowie die Stimulation mit 
Interleukinen eine Regulation von BATF3 durch den JAK/STAT-Signalweg (3.15). 
Aus diesem Grund wurde mittels ChIP-qRT-PCR untersucht, ob pSTATs direkt an 
BATF3 binden können und so dessen Expression regulieren. Vier verschiedene 
Erkennungsstellen sind im BATF3-Gen für STATs zu finden (Abbildung 35, hier 
benannt als A, B und C) und so wurden Primer hergestellt, die genau diese vier 
Stellen amplifizieren.  
 
Abbildung 35: STAT-Erkennungssequenzen im BATF3-Gen. Vier verschiedene Erkennungsstellen 
für pSTATs (A, B und C) wurden für die ChIP-Analyse amplifiziert. Die Erkennungsstellen A und B 
enthalten jeweils eine putative STAT-Bindestelle und die Erkennungsstelle C beinhaltet zwei putative 
STAT-Bindestellen (verändert nach Lollies et al. 2017).  
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Da cHL-Linien pSTAT3, pSTAT5 und pSTAT6 exprimieren (Skinnider et al. 2002a, 
Scheeren et al. 2008), wurden die ChIP-Experimente mit allen drei pSTAT-Faktoren 
durchgeführt. Als Kontrolle wurde ein IgG-Antikörper verwendet. Die ChIP-Signale 
wurden zur „Input“-Kontrolle normalisiert. Dazu wurde wieder DNA verwendet, die vor 
Präzipitation und nach Fixierung und Lyse der Zellen abgenommen wurde. In L-428 
ist ein verstärktes relatives ChIP-Signal nach pSTAT3- und pSTAT6-Präzipitation für 
alle drei Erkennungssequenzen zu verzeichnen (Abbildung 36). Die 
Erkennungsstelle A ist um etwa das 3,8-fache in der pSTAT3-IP der L-428 im 
Vergleich zur „Input“-Kontrolle angereichert. Erkennungsstelle B gibt ein etwa 2,5-
faches ChIP-Signal für pSTAT3 und Erkennungsstelle C ein etwa 1,5-faches. Für 
pSTAT5 sind die Signale mit der IgG-Kontrolle vergleichbar und hier ist 
wahrscheinlich nur unspezifisch gebundene DNA amplifiziert worden. Für pSTAT6 ist 
in L-428 ein 1,8- bis 2,5-faches ChIP-Signal für alle drei Erkennungssequenzen 
feststellbar. Die Analyse von U-HO1 zeigt ein ähnliches Ergebnis. Hier sind die ChIP-
Signale ebenfalls in der pSTAT3- und pSTAT6-Probe angereichert, während pSTAT5 
vergleichbare Signale in der ChIP wie in der IgG-Kontrolle liefert. Für die 
Erkennungssequenzen B und C ist in U-HO1 ein 1,5-faches ChIP-Signal detektierbar 
und für Erkennungsstelle A ein etwa 0,9-faches ChIP-Signal nach pSTAT3-
Präzipitation. Für pSTAT6 ist für die Erkennungsstelle A ein 0,9–faches ChIP-Signal 
zu verzeichnen und für Erkennungsstelle B und C ein etwa 1,2- bis 1,4-faches ChIP-
Signal. Für HDLM-2 sind keine verstärkten ChIP-Signale nach Präzipitation mit 
pSTAT3 und pSTAT6 für alle drei Erkennungssequenzen zu erkennen. Hier liegen 
alle detektierten ChIP-Signale sogar unter den Signalen der IgG-Kontrolle. Da die 
beiden JAK2-Inhibitoren ebenfalls keine Effekte auf die BATF3-Expression in HDLM-
2 zeigen (Abbildung 31), bestätigen die ChIP-Ergebnisse für HDLM-2 die vorherigen 
Beobachtungen. Hier findet keine Bindung von pSTAT3 und pSTAT6 an die drei 
Erkennungssequenzen im BATF3-Gen statt. In L-428 und U-HO1 ist eine Bindung 
von pSTAT3 und pSTAT6 an die drei Erkennungsstellen im BATF3-Gen zu sehen. 
Für ALCL-Linien wurden die ChIP-Experimente ebenfalls durchgeführt, allerdings 
wurde hier nur pSTAT3 als hauptsächlich aktiver STAT-Faktor im ALCL untersucht 
(Zamo et al. 2002, Crescenzo et al. 2015). Karpas 299 und SU-DHL-1 zeigen für alle 
drei Erkennungsstellen ein angereichertes ChIP-Signal im Vergleich zur 
Antikörperkontrolle. Erkennungsstelle A liefert ein 1,2-faches ChIP-Signal, 
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Erkennungsstelle B ein 1,3-faches und Erkennungsstelle C ein 0,9-faches Signal 
nach Normalisierung zur „Input“-Kontrolle. Die Signale der IgG-Kontrolle liegen alle 
bei etwa 0,1-fachem ChIP-Signal. In SU-DHL-1 ist ein 3,5-faches ChIP-Signal für die 
Erkennungsstelle A, ein 1,8-faches für die Erkennungsstelle B und ein 2,1-faches für 
die Erkennungsstelle C feststellbar. Die ChIP-Signale für die IgG-Kontrolle liegen hier 
für die drei Erkennungssequenzen bei ≤0,5. In den ALCL-Linien Karpas 299 und SU-
DHL-1 bindet pSTAT3 an die drei verschiedenen STAT-Erkennungssequenzen im 
BATF3-Gen. In cHL- und ALCL-Linien kann die Expression von BATF3 also durch 
pSTATs reguliert werden. Somit konnte erstmals die Regulation von BATF3 durch 
den JAK/STAT-Signalweg in cHL-, PMBL- und ALCL-Zelllinien gezeigt werden und 
dass diese Regulation durch die direkte Bindung von pSTATs an BATF3 in cHL- und 
ALCL-Zelllinien geschieht.  
 
Abbildung 36: pSTATs binden an verschiedene Erkennungsstellen im BATF3-Gen. Drei 
verschiedene Erkennungsstellen (A, B und C) für pSTATs in BATF3 wurden in cHL- und ALCL-Linien 
mittels ChIP-qRT-PCR angereichert und amplifiziert. Als Kontrolle wurde ein IgG-Antikörper 
verwendet. Die ChIP-Signale wurden zur „Input“-Kontrolle normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte 
für drei biologische Replikate und deren Standardabweichungen (verändert nach Lollies et al. 2017). 
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3.16  Genetische Charakterisierung von Kombinationslymphomen 
Frühere Studien haben gezeigt, dass Kombinationslymphome sehr oft klonal 
verwandt sind und für einige wenige Fälle sind gemeinsame sowie separate 
genetische Läsionen identifiziert worden (Bräuninger et al. 1999, Küppers et al. 
2001b, van den Berg et al. 2002, Tinguely et al. 2003, Rosenquist et al. 2004b, 
Schmitz et al. 2005). Bisher gibt es allerdings keine Studien, die eine umfassende 
Charakterisierung von Kombinationslymphomen ermöglicht haben und genetische 
Läsionen sind nur für einzelne Gene beschrieben worden. Im Rahmen dieser Arbeit 
sollten nun erste umfassende Analysen von Kombinationslymphomen mittels Exom-
Sequenzierung durchgeführt werden. 
3.16.1 IgV-Gen-Analysen zur Bestimmung der klonalen 
Verwandtschaft von Kombinationslymphomen 
Oftmals bestehen Kombinationslymphome aus einem HL und einem NHL und 
besitzen einen B-Zell-Ursprung, welcher die Analyse der Ig-Gene der Tumorzellen 
erlaubt, da die umgelagerten IgV-Gene der B-Lymphozyten Auskunft über die klonale 
Verwandtschaft der Lymphome geben (Küppers et al. 2014). So lassen sich 
Aussagen über die Herkunft der Lymphome machen, da somatisch mutierte IgV-
Gene auf GC-erfahrene B-Lymphozyten und unmutierte IgV-Gene auf Antigen-
unerfahrene B-Lymphozyten hindeuten. Intraklonale Diversität innerhalb von B-Zell-
Klonen ist die Folge der SHM im GC. Zur Untersuchung der klonalen Verwandtschaft 
beider Lymphome eines Kombinationslymphoms wurden die umgelagerten IgV-Gene 
charakterisiert. Dazu wurden mikrodissektierte oder sortierte Tumorzellen der beiden 
Lymphome mit Hilfe einer seminested Zwei-Runden-PCR auf IgV-Genumlagerungen 
analysiert. Umgelagerte IgV-Gene wurden mit Familien-spezifischen Primern (VH1-
VH6 und V1-V4), die in der FR-I der Ig-Gene binden, und mit einer Mischung von 
verschiedenen J-Oligonukleotiden amplifiziert (Abbildung 37). Das resultierende 
PCR-Produkt liegt dann bei einer Größe von etwa 300 bis 350 bp. Als 
Positivkontrollen wurde DNA von monoklonalen B-Zelllinien mit bekannter IgV-
Genumlagerung verwendet. Pro Lymphom wurden zehn verschiedene Zwei-Runden-
PCRs für VH1 bis VH6 und V1 bis V4 durchgeführt. Von drei 
Kombinationslymphomen wurden die IgV-Genumlagerungen analysiert (Abbildung 
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39-41). Hierbei handelt es sich um Kombinationen von cHL und NHL. Zwei der drei 
untersuchten Kombinationslymphome zeigen klonale Verwandtschaft in der IgV-Gen-
Analyse.  
 
Abbildung 37: Schematische Darstellung der umgelagerten IgV-Gene. Die Pfeile deuten die 
Bindestellen der Primer für die erste (blaue Pfeile) und zweite Runde (violette Pfeile) der IgV-Gen-
PCR an. L – Leitpeptidsequenz. 
Der erste Fall stellt ein Kombinationslymphom aus einem cHL und einer CLL dar. Die 
Zellen wurden von Dr. Stephan Mathas und seinen Kollegen an der Charité in Berlin 
sortiert. Die Tumorzellen aus dem Knochenmark des Patienten wurden mit 
Fluoreszenz-markierten anti-CD30- und anti-CD4-Antikörpern gefärbt, um 
anschließend putative HRS-Zellen als CD30+CD4--Population sortieren zu können. 
Allerdings zeigt die Analyse der sortierten CD30+CD4--Zellen nur 52% Reinheit 
(Abbildung 38). CLL-Zellen wurden anhand ihrer CD5+- und CD20+-Expression 
identifiziert und angereichert (96,9% Reinheit). Als Nicht-Tumorzellen wurden CD4+-
T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut des Patienten verwendet. 91,8% der Zellen 
aus dem peripheren Blut des Patienten sind nach Dichtegradientenzentrifugation und 
CD4-MACS positiv für CD4.  
 
Abbildung 38: Analyse der sortierten (Tumor)zellen des ersten Kombinationslymphoms. HRS 
(CD30
+
CD4
-
)- und CLL (CD20
+
CD5
+
)-Zellen wurden aus dem Knochenmark des Patienten gewonnen. 
Als Nicht-Tumorzellen wurden T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut mit Hilfe eines CD4-MACS 
angereichert. Der prozentuale Anteil der Tumor- und Nichttumorzell-Fraktion nach Sortierung bzw. 
MACS ist dargestellt. 
Nach Isolation und Messung der DNA-Konzentration wurden etwa 50 pg DNA für die 
IgV-Gen-PCR eingesetzt, was rund zehn Zelläquivalenten entspricht. Die Tumor- und 
Nicht-Tumorzellen wurden in Duplikaten pipettiert. Die Analyse der IgVH-Gene zeigt 
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eine schwache Bande für VH1 in den HRS-Zellen sowie starke Produkte für VH1 in 
den CLL-Proben (Abbildung 39). In den CD4+-T-Zellen ist ebenfalls eine Bande bei 
etwa 350 bp zu erkennen. Die Positivkontrollen (PK, dargestellt in grün) der ersten 
und zweiten Runde der IgVH1-PCR ergeben ebenfalls eine Bande bei 350 bp. Die 
Negativkontrollen (NK, Nummer 9,10,13 und 14) der ersten und zweiten Runde 
zeigen kein Produkt. Die zusätzlichen Banden, welche in den VH-positiven PCRs zu 
erkennen sind, können durch JH-Gene verursacht werden. Für VH3 ist nur eine 
schwache Bande auf der richtigen Höhe in einer HRS-Zell-Probe und in der 
Positivkontrolle der zweiten Runde zu erkennen. Die HRS- und T-Zell-Proben der 
VH4-PCR liefern Produkte von einer Größe von etwa 350 bp. In den Tumor- und 
Nicht-Tumorproben sind allerdings zahlreiche Nebenprodukte zu erkennen. PCR-
Produkte, die etwa der zu erwartenden Größe entsprechen, wurden aufgereinigt und 
zur Klonalitätsbestimmung der IgV-Gene sequenziert. Zur Untersuchung des 
Mutationszustandes der IgV-Region wurde die Mutationsfrequenz bestimmt. Dazu 
wurden ausschließlich somatische Mutationen berücksichtigt, welche vor der CDR-III-
Region liegen, sodass N-Nukleotide, die während der V(D)J-Rekombination 
eingefügt wurden, ausgeschlossen werden konnten. Für die Mutationsfrequenz gilt: 
Mutationsfrequenz = Anzahl somatischer Mutationen/Gesamtanzahl der Nukleotide. 
Die Sequenzierung der IgV-PCR-Produkte zeigt ein monoklonales, produktives VH4-
34 in den HRS-Zellen, welches eine Mutationsfrequenz von 7,3% aufweist. Des 
Weiteren lässt sich ein unmutiertes, monoklonales und produktives VH1-69 
detektieren. Die V-Analyse ergibt Produkte für unmutiertes, monoklonales V1-5 
und V2-30. Während die V1-5–Genumlagerung produktiv ist, ist die V2-30-
Genumlagerung nicht im Leseraster und kodiert somit für keine produktive V-
Genumlagerung. Die IgV-Gen-Analysen der CLL-Zellen ergeben unmutierte VH1-69-, 
V1-5- und V2-30-Genumlagerungen. Diese sind identisch mit den 
Genumlagerungen, die in den HRS-Zellen gefunden wurden. Da die sortierte HRS-
Zell-Population nur eine Reinheit von etwa 52% besitzt, könnte es sein, dass sich in 
der sortierten HRS-Zell-Probe ebenfalls Tumorzellen der CLL befinden. Dafür spricht 
ebenfalls, dass beide Tumorzellproben aus dem Knochenmark isoliert wurden. Es 
kann zu diesem Zeitpunkt noch keine genaue Aussage über die klonale 
Verwandtschaft der Kombinationslymphome gemacht werden, da nur eine der beiden 
untersuchten HRS-Zell-Proben die VH4-34-Genumlagerung zeigt und diese 
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möglicherweise durch eine kontaminierende Post-GC-B-Zelle verursacht wurde. In 
den Nicht-Tumorzellen wurde nach Sanger-Sequenzierung unmutiertes VH3-21 und 
VH1-69 gefunden. Außerdem wurden V2-30 und V1-5 in der V-PCR der Nicht-
Tumorzellen gefunden, was neben der VH1-69-Genumlagerung vermutlich durch 
kontaminierende CLL-Zellen verursacht wurde, da die Tumorzellen der CLL in der 
Regel auch im peripheren Blut anzutreffen sind.  
 
Abbildung 39: IgV-Genumlagerungen von HRS- und CLL-Zellen des ersten 
Kombinationslymphoms. A) Die Produkte der zweiten Runde der IgV-Gen-PCR wurden im 
Agarosegel aufgetrennt. Produkte, die der zu erwartenden Größe von etwa 300 bis 350 bp 
entsprechen, wurden ausgeschnitten und sequenziert. Als Positivkontrolle (PK) wurde die DNA von 
monoklonalen B-Zellen mit bekannter IgV-Genumlagerung verwendet. T – T-Zellen; M – Marker; NK – 
Negativkontrolle. B) Übersicht der identifizierten IgV-Genumlagerungen und der jeweiligen 
Mutationsfrequenzen der beiden Lymphome.  
Das zweite untersuchte Kombinationslymphom besteht aus einem cHL und einem 
SMZL. Zur Isolation der HRS-Zellen wurden Lymphknotenschnitte hergestellt und 
neun Einzelzellen mikrodissektiert. HRS-Zellen wurden an Ihrer CD30-Expression 
und Morphologie erkannt. Zur Isolation von SMZL-Zellen wurden Gewebeschnitte der 
Milz angefertigt und diese zur Identifizierung der Tumorzellen mit CD20 gefärbt. Bei 
der Identifikation von Tumorzell-reichen Arealen in der Milz von CD20+-SMZL-Zellen 
leistete Dr. Sylvia Hartmann Hilfestellung. Von zwölf mikrodissektierten SMZL-Zellen 
besitzen sieben Zellen eine leicht mutierte, produktive VH3-23-Genumlagerung und 
fünf Tumorzellen zeigen ein mutiertes, produktives V1-8 (Abbildung 40). Die 
Mutationsfrequenz beträgt für die VH3-23-Genumlagerung 2,8% und für die V1-8-
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Genumlagerung 2,3%. Die Mutationsfrequenz dieses Kombinationslymphoms liegt 
dabei unter der Mutationsfrequenz von „normalen“ GC-B-Zellen, welche bei etwa 5-
6% liegt (Klein et al. 1998). 2/9 HRS-Zellen zeigen ebenfalls das identische VH3-23 
Produkt und 3/9 HRS-Zellen die identische V1-8-Genumlagerung. Die beiden 
Lymphome im zweiten Kombinationslymphom sind somit klonal verwandt. Das 
klonale VH3-23 und V1-8 deutet auf einen gemeinsamen B-Zell-Ursprung/-Klon hin. 
Die genauere Untersuchung der klonalen IgV-Genumlagerungen zeigt für die leichte 
und schwere Kette eine identische Sequenz. Das gemeinsame Auftreten von 
mutierten IgV-Genen bei allerdings fehlender intraklonaler Diversität zeigt, dass die 
beiden Lymphome ihren Ursprung zwar aus GC-erfahrenen B-Zellen haben, 
möglicherweise aber keinem Prozess der andauernden SHM (engl. „ongoing SHM“) 
unterliegen und während der malignen Proliferation keine weitere Diversifizierung der 
IgV-Gene mehr stattgefunden hat. 
 
Abbildung 40: IgV-Genumlagerungen von HRS- und SMZL-Zellen des zweiten 
Kombinationslymphoms. A) Von mikrodissektierten Einzelzellen sind Produkte für VH3 auf der zu 
erwartenden Größe bei etwa 350 bp zu sehen. NK – Negativkontrolle; PK – Positivkontrollen der 
ersten und zweiten Runde der IgV-Gen-PCR; M – Marker. B) Genumlagerungen von IgVH und IgVκ 
der beiden Lymphome. Die Mutationsfrequenz zeigt leicht mutierte IgV-Gene des cHLs und SMZLs.  
Das dritte Kombinationslymphom besteht aus einem cHL und einem MZL. 
Gewebeschnitte wurden für die Mikrodissektion mit einem anti-CD30-Antikörper 
gefärbt, um die HRS-Zellen zu identifizieren. Da die histologische Begutachtung des 
Kombinationslymphoms HRS-Zellen zeigte, die in einem definierten Bereich des 
Lymphknotens lagen, hingegen die MZL-Zellen diffus verstreut vorzufinden waren 
und einen Großteil der Zellen im Lymphknoten neben wenigen (T)-Lymphozyten 
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ausmachten, wurde für die Identifizierung der MZL-Zellen das Lymphknotengewebe 
mit CD3 gefärbt. CD3--Zellen wurden als MZL-Zellen mikrodissektiert. Die IgV-Gen-
Analyse von mikrodissektieren Einzelzellen des cHLs zeigt in 3/8 HRS-Zellen ein 
Produkt für VH3 (Abbildung 41). Die Analyse der -leichten Kette ergibt in 4/8 
mikrodissektierten HRS-Zellen eine produktive V1-16-Genumlagerung. In 4/8 
mikrodissektierten MZL-Zellen sind identische IgV-Genumlagerungen für VH und in 
5/8 MZL-Zellen für V zu detektieren. Die VH3-23-Genumlagerung in beiden 
Lymphomentitäten ist produktiv und mutiert (Mutationsfrequenz 4,8%), hingegen ist 
die V1-16-Genumlagerung unmutiert. Das unmutierte V gibt Hinweise darauf, dass 
die VJ-Genumlagerung auf dem -Lokus nicht erfolgreich gewesen ist und der 
Tumorklon eine Vλ-Genumlagerung besitzt. Da in der ersten Runde der IgV-Gen-
PCR allerdings nur Primer hinzugefügt wurden, die den -Lokus der leichten Kette 
amplifizieren, kann mit diesen PCR-Produkten keine weitere Information über die 
Genumlagerung der λ-Kette gewonnen werden.  
 
Abbildung 41: IgV-Genumlagerungen von HRS- und MZL-Zellen des dritten 
Kombinationslymphoms. A) Dargestellt sind die PCR-Produkte nach der zweiten Runde der IgV-
Gen-PCR mit VH3-spezifischen Primern. Pro Lymphom wurden acht Einzelzellen mikrodissektiert. B) 
Die PCR-Produkte nach einer IgV1-PCR sind abgebildet. MBK – Membrankontrolle; NK – 
Negativkontrolle; M – Marker; PK - Positivkontrolle. C) Übersicht der IgVH- und IgV-
Genumlagerungen der mikrodissektierten cHL- und MZL-Zellen.  
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3.16.2 Exom-Sequenzierung von Kombinationslymphomen 
Da die Mikrodissektion der Kombinationslymphome 2 und 3 keine ausreichende 
DNA-Menge für eine anschließende Exom-Sequenzierung erbrachte, wurde die DNA 
mit Hilfe einer WGA amplifiziert. Die WGA wurde von Dr. Markus Schneider am 
Senkenbergischen Institut für Pathologie am Universitätsklinikum Frankfurt am Main 
durchgeführt. Es wurden jeweils 3000 Tumor- und Nicht-Tumorzellen für die WGA 
mikrodissektiert. Aus volumentechnischen Gründen wurde die Reaktion der WGA 
aufgeteilt, sodass später pro Lymphom zwei oder drei Proben sequenziert wurden. 
Trotz höherer Sequenzierungskosten hat die Sequenzierung technischer Replikate 
den Vorteil, dass so mögliche Artefakte bzw. falsche Mutationen, die durch die WGA 
entstehen, besser erkannt werden können. Das erste Kombinationslymphom konnte 
ohne WGA sequenziert werden, da durch die Sortierung ausreichender Zellzahlen 
genügend DNA vorhanden war. Die Exom-Sequenzierung aller 
Kombinationslymphome wurde im BioChip-Labor von Dr. Ludger Klein-Hitpass 
durchgeführt. Anschließend wurden die Daten der sequenzierten 
Kombinationslymphome von Claudia Döring am Senkenbergischen Institut für 
Pathologie am Universitätsklinikum Frankfurt am Main analysiert. Diese wurden mit 
dem Referenzgenom GRCH37 abgeglichen.  
Eine allgemeine Übersicht der Exom-Sequenzierung der drei 
Kombinationslymphome ist in Tabelle 20 dargestellt. Der Vergleich der mittleren 
Abdeckung (Coverage) der Kombinationslymphome zeigt, dass Proben nach WGA 
eine höhere Abdeckung aufweisen als ohne WGA. So liegt die mittlere Abdeckung 
bei der cHL-Probe des ersten Kombinationslymphoms bei 30,5%, bei den CLL-Zellen 
bei 32,9% und bei den Nicht-Tumorzellen bei 43,0%. Im Gegensatz dazu ist die 
Coverage des zweiten Kombinationslymphoms, welches vor Sequenzierung eine 
WGA durchlaufen hat, wesentlich höher. Die cHL-Zellen zeigen eine mittlere 
Abdeckung von 60,6%, die SMZL-Zellen etwa 63,9% und die Nicht-Tumorzellen 
liegen bei 60,9%. Beim dritten Kombinationslymphom wurde die DNA ebenfalls mit 
WGA vermehrt und auch hier ist für die cHL-Zellen eine mittlere Abdeckung von 
80,9% und für die Nicht-Tumorzellen eine Coverage von 79,0% festzustellen. 
Auffällig ist hier die schlechte Abdeckung der MZL-Zellen mit nur 26,3%. Mindestens 
10 unterschiedliche Sequenzen pro angereicherte genomische Region sind 
durchschnittlich in 90,4% aller Genomregionen des ersten Kombinationslymphoms 
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vorzufinden. Durchschnittlich sind für 76,2% aller genomischen Regionen mindestens 
20 unterschiedliche Sequenzen pro angereicherte Region im ersten 
Kombinationslymphom feststellbar. Beim zweiten Kombinationslymphom sind 
durchschnittlich 83,4% aller genomischen Regionen mit mindestens 10 
unterschiedlichen Sequenzen abgedeckt und durchschnittlich 70,7% aller Regionen 
sind mit mindestens 20 unterschliedlichen Sequenzen vorzufinden. Durchschnittlich 
sind 75,4% der genomischen Regionen von mindestens 10 unterschiedlichen 
Sequenzen pro angereicherte Region im dritten Kombinationslymphom abgedeckt. 
Mindestens 20 unterschiedliche Sequenzen pro angereicherte genomische Region 
sind in durchschnittlich 62,2% aller Sequenzen zu finden.  
Die Exome der drei Kombinationslymphome konnten erfolgreich sequenziert werden. 
Die Coverage ist in allen sequenzierten Fällen -unabhängig von der Durchführung 
einer WGA- durchaus gut. Lediglich eine Probe vom dritten Kombinationslymphom 
zeigt eine vergleichsweise schlechte Abdeckung der genomischen Regionen. Die 
sequenzierten Proben eignen sich für weitere Analysen wie die Untersuchung von 
genetischen Läsionen.  
Tabelle 20: Allgemeine Statistik der Exom-Sequenzierung der untersuchten 
Kombinationslymphome. Für Tumor- und Nicht-Tumorzellen ist die prozentuale mittlere Abdeckung 
sowie der prozentuale Anteil der Sequenzen, die von mindestens 10 bzw. 20 unterschiedlichen 
Sequenzen pro genomische Region abgedeckt sind, dargestellt. Die Anzahl der abgeglichenen 
Sequenzen und der prozentuale Anteil der Sequenzen ohne Duplikate sind in den beiden rechten 
Spalten abgebildet.  
Fall Bezeichnung 
mittlere 
Coverage  
10x 
(%) 
20x 
(%) 
Anzahl 
Sequenzen 
[Mega] 
Anteil Sequenzen 
ohne Duplikate 
(%) 
1 cHL 30,5 90,1 73,8 53,2 63,1 
1 CLL 32,9 89,0 72,1 51,8 82,5 
1 NTZ 43,0 92,1 82,7 44,2 76,7 
2 cHL 60,6 79,4 64,9 30,3 80,2 
2 SMZL 63,9 86,0 74,7 30,9 81,0 
2 NTZ 60,9 84,8 72,5 29,5 80,7 
3 cHL 80,9 85,3 73,9 121,5 80,3 
3 MZL 26,3 51,5 32,7 46,7 79,9 
3 NTZ 79,0 89,5 80,0 126,3 81,9 
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3.16.3 Vorläufige Analyse genetischer Läsionen von 
Kombinationslymphomen 
Nach erfolgreicher Exom-Sequenzierung erfolgte die Analyse der genetischen 
Läsionen der Kombinationslymphome. Es wurden nur Varianten in Betracht gezogen, 
die ausschließlich in den Lymphomzellen zu finden sind. Varianten, die in Nicht-
Tumorzellen und Tumorzellen auftreten, wurden als Keimbahnmutationen 
bzw. -polymorphismen angesehen und nicht weiter untersucht. Mutationen, wie 
Insertionen, Deletionen, Missense und Nonsense Mutationen, die folglich einen 
direkten Einfluss auf die Proteinfunktion haben können, wurden für die weitere 
Analyse berücksichtigt. Synonyme Mutationen und Mutationen, die in intronischen 
Regionen oder im 5´ und 3´ untranslatierten Bereich der mRNA lagen, wurden 
herausgefiltert. Für die Auswertungen wurden nur Varianten ausgewählt, die eine 
Coverage von mindestens 20 für Tumor- und Nicht-Tumorzellen aufweisen und einen 
Qualitätswert von 30 besitzen. Der Qualitätswert beschreibt die Wahrscheinlichkeit 
des Vorhandenseins einer Variante, d.h. je höher der Wert desto höher ist die 
Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Variante. Ein Qualitätswert ermöglicht 
Aussagen über die Sequenzierqualität und beruht auf der sogenannten Pherd-
Skalierung (Ewing et al. 1998). Demnach beschreibt ein Wert von 30 eine Fehlerrate 
von 0,1% für eine falsch annotierte Base. Des Weiteren wurden bei der Auswertung 
nur Varianten in Betracht gezogen, die eine Allelfrequenz der Variante (engl. Variant 
Allele Frequency, VAF) von mindestens 0,1 bzw. 10% besitzen. Im Idealfall sind alle 
heterozygoten Mutationen mit einer VAF von 0,5 vorzufinden und als klonale 
Varianten anzusehen. Varianten mit einer VAF von etwa 0,25 werden als subklonale 
Mutationen angesehen, die nur in einem Teil der Tumor-Zell-Population auffindbar 
sind. Varianten, deren VAF kleiner als 0,1 sind, können später nur sehr schwierig 
validiert werden und darüber hinaus kann bei diesen seltenen Varianten nicht 
ausgeschlossen werden, dass es sich eventuell um Artefakte handelt, die z.B. durch 
Sequenzierfehler entstanden sind.  
Die gefundenen Varianten der einzelnen Lymphome nach Anwendung der 
Filterkriterien sind in Tabelle 21 dargestellt. Im ersten Kombinationslymphom sind in 
den HRS-Zellen 186 und in den CLL-Zellen 280 Mutationen auffindbar. Beim zweiten 
Kombinationslymphom, dessen DNA vor Sequenzierung mittels WGA amplifiziert 
wurde, sind 1004 Varianten in den HRS- und 272 Varianten in den SMZL-Zellen zu 
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detektieren. Beim dritten Kombinationslymphom wurde ebenfalls eine WGA der DNA 
vor Exom-Sequenzierung und hier sind in den HRS-Zellen 990 Varianten und den 
MZL-Zellen 1223 Varianten zu finden.  
Klonal verwandte Kombinationslymphome entstammen aus einer gemeinsamen 
Vorläuferzelle, deren Nachkommen sich im Laufe ihrer malignen Transformation 
sowohl durch gemeinsame als auch durch separate Mutationen in zwei verschiedene 
Lymphome entwickelt haben (Küppers et al. 2001b, Tinguely et al. 2003, Schmitz et 
al. 2005, Schneider et al. 2014). Eine Übersicht über die Anzahl gemeinsamer 
Mutationen der Kombinationslymphome ist zusätzlich in Tabelle 21 dargestellt. Beim 
ersten Kombinationslymphom, dessen klonale Verwandtschaft noch nicht vollständig 
geklärt ist, sind nur 24 gemeinsame Mutationen nach Exom-Sequenzierung zu 
detektieren. Beim klonal verwandten Kombinationslymphom 2 sind 41 gemeinsame 
Mutationen zu finden. Das dritte Kombinationslymphom, welches ebenfalls klonale 
Verwandtschaft durch identische IgV-Genumlagerungen zeigt, besitzt 38 
gemeinsame Mutationen.  
Tabelle 21: Anzahl genetischer Läsionen der drei untersuchten Kombinationslymphome. Es ist 
die Gesamtanzahl der genetischen Varianten pro Lymphom dargestellt. Zusätzlich sind gemeinsame 
Varianten, die in beiden Lymphomen gefunden wurden, abgebildet.  
Fall Lymphom 
Mutationen/ Anzahl der 
Varianten 
1 cHL 186 
1 CLL 280 
1 cHL und CLL 24 
2 cHL 1004 
2 SMZL 272 
2 cHL und SMZL 41 
3 cHL 990 
3 MZL 1223 
3 cHL und MZL 38 
Um die in der Exom-Sequenzierung gefundenen Varianten validieren zu können, soll 
in weiteren Studien eine Multiplex-PCR mit anschließender Sanger-Sequenzierung 
von Tumor- und Nicht-Tumorzellen durchgeführt werden. Dazu soll nicht das 
gesamte Gen, sondern nur das mutierte Exon oder einen Teil des mutierten Exons, 
amplifiziert werden. Die Multiplex-PCR ist eine Zwei-Runden-PCR, bei der in der 
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ersten Runde mehrere Primerpaare benutzt werden, die gleichzeitig mehrere 
mutierte Exons amplifizieren. In der zweiten Runde der PCR werden dann 
Oligonukleotide hinzugegeben, die spezifisch für einen mutierten genomischen 
Bereich des Gens von Interesse sind. Gene für Validierungsstudien wurden nach 
folgenden Kriterien ausgewählt: 1) Erfüllung aller Filterkriterien, d.h. somatische 
Mutationen, die zur Verschiebung des Leserasters oder zu vorzeitigen Stopp-Codons 
führen, 2) Gene, die bereits aus früheren Studien, als Krankheits-relevant 
beschrieben wurden, und 3) Gene, die eine Funktion in Zellproliferation, Apoptose, 
Lymphozytendifferenzierung, als epigenetische Regulatoren oder als wichtige 
Signalweg-Komponenten haben.  
Eine vorläufige Auswahl von Varianten potentiell interessanter Gene sind in Tabelle 
22 dargestellt. Es wurden Gene identifiziert und ausgewählt, die Mitglieder wichtiger 
Signalwege (z.B. NFB, JAK/STAT, NOTCH), epigenetische Regulatoren (KMT2D) 
und Zellzyklus-oder Apoptose-regulierende Gene (z.B. TP53, FAS) sind. Es wurden 
gemeinsame wie auch separate genetische Läsionen der beiden Lymphome 
ausgewählt. Als nächstes sollen spezifische Primer, die den mutierten Bereich 
amplifizieren, hergestellt werden, um die Multiplex-PCRs für die einzelnen 
Lymphome etablieren zu können. Von jedem Kombinationslymphom sollen Tumor- 
und Nicht-Tumorzellen für die Validierungsstudien mikrodissektiert werden. Nicht-
Tumorzellen sollen als Kontrolle dienen, da diese keine Mutation aufweisen sollten. 
Im Falle des ersten Kombinationslymphoms kann mit sortierten Zellen gearbeitet 
werden. Hier ist bereits DNA für die Validierung der Mutationen vorhanden.  
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Tabelle 22: Übersicht einiger ausgewählter Kandidatengene der drei Kombinationslymphome, 
die für Validierungsstudien in Betracht gezogen werden. Es sind gemeinsam auftretende 
Mutationen beider Lymphomzellen hervorgehoben. Neben der Allelfrequenz der Variante (VAF) und 
dem Qualitätswert ist auch die Konsequenz der jeweiligen Mutation dargestellt.  
Fall Lymphom Gensymbol VAF Qualitätswert Konsequenz 
1 cHL HIST1H2BD 0,17 39 frameshift Lys117GlyfsTer20 
1 cHL NOTCH4 0,27 38 frameshift Asn1443SerfsTer1
4 
1 cHL CCNB2 0,30 50 missense Gly212Val 
1 cHL MAP2K5 0,16 89 missense Ala150Ser 
1 cHL PTPRK 0,17 33 missense Phe108Leu 
1 cHL DCLRE1C 0,33 96 missense Gly33Arg 
1 CLL CCND1 0,17 41 missense Gln263Lys 
1 CLL FOS 0,23 36 missense Ser364Arg 
1 CLL HDAC1 0,21 39 nonsense Cys311Ter 
1 CLL IKBKB 0,25 35 missense Glu39Asp 
1 CLL KMT2D 0,21 35 missense Leu3747Ile 
1 CLL NOTCH3 0,35 32,5 frameshift Arg1540HisfsTer22 
2 cHL FARSA 0,60 225 missense Val430Met 
2 cHL PELI1 0,27 189 missense Tyr342Cys 
2 cHL IL17RB 0,29 172 missense Ile216Met 
2 cHL NOTCH4 0,20 30 missense Trp1042Leu 
2 cHL TNFSF15 0,33 49 nonsense Glu11Ter 
2 cHL TYK2 0,30 151 missense Ser790Arg 
2 SMZL FAS 0,48 225 nonsense Trp281Ter 
2 SMZL NFKB1 0,15 25 missense His143Gln 
2 SMZL NOTCH2 0,18 35 nonsense Arg2400Ter 
2 SMZL PTPRC 0,31 140 missense Met475Ile 
2 SMZL EXOSC8 0,67 207 missense Val51Met 
2 SMZL IRX5 0,31 176 missense Lys470Arg 
3 cHL TP53 0,48 222 missense Arg273His 
3 cHL KMT2B 0,24 120 missense Ala684Ser 
3 cHL CSF1R 0,21 107 missense Met149Thr 
3 cHL FOXO1 0,18 70 missense Gly208Ser 
3 cHL JAK3 0,17 176 missense Ser675Asn 
3 cHL CASP5 0,16 142 missense Leu443Ile 
3 MZL STAT2 0,29 222 missense Glu232Lys 
3 MZL CDK16 0,29 179 missense Ile258Val 
3 MZL CD80 0,35 222 missense Val254Leu 
3 MZL DNMT3B 0,29 222 missense Ala142Val 
3 MZL TLR5 0,27 186 missense Pro683Leu 
3 MZL NOTCH2 0,22 118 missense Thr1945Asn 
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4 Diskussion 
4.1 Rolle des AP-1-Transkriptionsfaktors BATF3 in der 
Pathogenese von CD30+-Lymphomen  
Konstitutiv aktive Signalwege als Folge deregulierter Transkriptionsfaktor-Netzwerke 
spielen eine entscheidende Rolle bei der malignen Transformation von Lymphomen. 
Die HRS-Zellen des cHLs prägen ein großes Repertoire an Transkriptionsfaktoren 
verschiedener Zellen hämatopoetischen Ursprungs aus, die zum Verlust des B-Zell-
Phänotyps beitragen und zu aberranter Aktivität von verschiedenen Signalwegen 
führen. Auch wenn das HL innerhalb der Lymphome eine eigene Klassifikation 
besitzt, hat es Gemeinsamkeiten insbesondere zu zwei Formen von NHL, dem ALCL 
und dem PMBL. So sind die Tumorzellen dieser drei Lymphome durch CD30-
Expression auf ihrer Oberfläche gekennzeichnet und zeigen starke Aktivierung der 
JAK/STAT-Signalkaskade. Ein weiteres Merkmal ist die Ausprägung von AP-1 
(Mathas et al. 2002, Rosenwald et al. 2003, Watanabe et al. 2003, Janz et al. 2006b, 
Eckerle et al. 2009, Mathas et al. 2009). 
4.1.1 Ausprägung und Interaktion von BATF3 mit AP-1- und IRF-
Faktoren in CD30+-Lymphozyten und Lymphomzellen 
Der AP-1-Transkriptionsfaktor BATF3 wurde auf mRNA-Ebene als eines der am 
stärksten ausgeprägten Gene im cHL und PMBL beschrieben (Rosenwald et al. 
2003, Schwering et al. 2003b). Da es bisher keine Daten zur Proteinausprägung von 
BATF3 im cHL und PMBL gab, wurden immunhistochemische Färbungen und 
Western-Blot-Analysen angefertigt, die BATF3-Protein im cHL, PMBL und CD30+-
DLBCL nachweisen konnten (Abbildung 1). Im ALCL beschrieben Eckerle und 
Kollegen BATF3-Protein in 40 von 40 immunhistochemisch gefärbten Fällen (Eckerle 
et al. 2009). Die weitere funktionelle Charakterisierung von BATF3 wurde auf cHL-, 
ALCL- und PMBL-Linien beschränkt. Die Gruppe der CD30+-DLBCL machen nur 
etwa 10-15% aller DLBCL aus und die Funktion von CD30 im DLBCL ist bisher 
unklar (Hu et al. 2013, Hao et al. 2015). Darüber hinaus stehen keine CD30+-DLBCL-
Zelllinien zur Verfügung, die für funktionelle Charakterisierungen benötigt würden. 
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Das parallele Auftreten von CD30 und BATF3 in Lymphomen, hat die Frage 
aufgeworfen, ob „normale“ CD30+-Lymphozyten auch BATF3 ausprägen. CD30 ist 
ein Transmembranprotein, das zur Familie der TNFR gehört (Falini et al. 1995) und 
auf den Tumorzellen des PMBLs, ALCLs und cHLs ausgeprägt wird. Die Expression 
von CD30 im hämatopoetischen System ist allerdings auf wenige aktivierte T- und B-
Lymphozyten beschränkt (Stein et al. 1985). Die Untersuchung der tonsillären 
CD30+-B-Lymphozyten zeigt verstärkte BATF3-mRNA in den CD30-ausprägenden B-
Lymphozyten im Vergleich zu anderen B-Zell-Populationen. Die Analyse publizierter 
Daten identifizierte erhöhte BATF3-mRNA in tonsillären CD30+-T-Lymphozyten im 
Vergleich zu CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten (Eckerle et al. 2009). Die Assoziation 
von CD30 und BATF3 ist somit nicht nur auf maligne Zellen beschränkt, sondern 
auch in normalen B- und T-Lymphozyten zu erkennen (Abbildung 4). BATF3 scheint 
keine Auswirkungen auf die CD30-Expression im cHL und ALCL zu haben, da die 
Analyse von BATF3-herunterregulierenden cHL- und ALCL-Zellen keine 
Veränderung in der CD30-Ausprägung im Vergleich zu shNT-transduzierten Zellen 
zeigt (Abbildung 29). Ob hingegen CD30 die Expression von BATF3 im cHL, ALCL 
und PMBL reguliert, könnte mittels shRNA gegen CD30 untersucht werden. Darüber 
hinaus könnte die ektopische Expression von CD30 in „normalen“ B-Lymphozyten 
zeigen, ob eine Induktion von BATF3 durch CD30 möglich ist. Bei der Untersuchung 
der funktionellen Relevanz von CD30 und BATF3 ist außerdem zu berücksichtigen, 
dass Unterschiede in der CD30-Signalaktivität in primären Zellen und in kultivierten 
Zellen, die unabhängig von ihrem Mikromilieu geworden sind, vorliegen. Studien zur 
Funktion von CD30 im ALCL und cHL zeigen, dass die Stimulation von CD30 in 
ALCL-Zelllinien zum Zelltod führt und eine Reihe von Änderungen in der globalen 
Genexpression der Zellen verursacht. (Mir et al. 2000, Hirsch et al. 2008). In cHL-
Zelllinien sind keine Effekte auf das Überleben der Zellen nach CD30-Stimulation 
feststellbar und ebenso sind keine Unterschiede in der Genexpression der Zellen zu 
erkennen (Mir et al. 2000, Hirsch et al. 2008). Im ALCL wird die CD30-Ausprägung 
über einen positiven Rückkopplungsmechanismus reguliert. So induziert CD30 die 
Aktivität der NFB-Untereinheiten p52 und RELA, die die IRF4-Expression steuern, 
welches wiederum die CD30-Transkription reguliert (Boddicker et al. 2015). Im ALCL 
bindet JUNB an den CD30-Promotor und reguliert die Expression von CD30 in ALK+-
ALCL-Linien (Watanabe et al. 2005, Atsaves et al. 2014). Demnach wäre es möglich, 
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dass andere AP-1-Faktoren in BATF3-positiven Zellen die Ausprägung von CD30 
steuern.  
Die Western-Blot-Analyse von HL- und NHL-Zelllinien zeigt eine starke Expression 
von BATF3 und den AP-1-Faktoren JUN und JUNB in CD30+-Lymphom-Zelllinien 
(Abbildung 2). In CD30--NHL-Linien sind diese drei AP-1-Faktoren gar nicht bis sehr 
schwach ausgeprägt. Die CD30--ABC-DLBCL-Linie Oci-Ly3 bildet die einzige 
Ausnahme in den untersuchten Lymphom-Zelllinien, da sie starke BATF3, JUN und 
JUNB Expression zeigt. Die Oci-Ly3-Zelllinie besitzt zwar kein CD30, allerdings weist 
sie einige Gemeinsamkeiten mit dem cHL im Hinblick auf konstitutiv aktive 
Signalwege, wie z.B. JAK/STAT und NFB auf (Ding et al. 2008, Lam et al. 2008, 
Ngo et al. 2011). Darüber hinaus haben einige andere Studien die Ausprägung von 
AP-1-Faktoren in weiteren ABC-DLBCL-Zelllinien beschrieben (Blonska et al. 2015, 
Juilland et al. 2016). In den ABC-DLBCL-Linien HBL-1, Oci-Ly10 und TMD8 sind 
JUN, JUNB und JUND ausgeprägt und formen Heterodimere mit ATF-Faktoren 
(Juilland et al. 2016). So könnte aktives JAK/STAT zur Ausprägung von BATF3 in 
Oci-Ly3 führen. Da die Promotorregion von BATF3 auch Erkennungsbindestellen für 
NFB enthält, könnte die starke NFB-Signatur in der Oci-Ly3-Zelllinie ebenfalls 
BATF3 induzieren. BATF3 ist als aktiver Transkriptionsfaktor in der nukleären 
Zellfraktion von cHL- und ALCL-Zelllinien zu finden und reguliert dort die 
Transkription durch Bindung an DNA-Erkennungssequenzen im Zusammenspiel mit 
anderen AP-1-Faktoren und IRFs (3.4 und 3.5); (Ise et al. 2011, Glasmacher et al. 
2012, Tussiwand et al. 2012). So konnte für das cHL und das ALCL mittels IP 
erstmals gezeigt werden, dass BATF3 mit JUN und JUNB in den cHL-Linien HDLM-2 
und L-428 und den ALCL-Linien Karpas 299 und SR-786 Komplexe bildet (3.5). 
Studien haben gezeigt, dass BATFs mit IRFs interagieren und die Transkription 
regulieren können, allerdings findet die Interaktion zwischen IRFs und BATFs nur 
über drei Aminosäuren statt und ist daher sehr instabil (Li et al. 2012, Tussiwand et 
al. 2012). Auch wenn die massenspektrometrische Analyse des BATF3-
Immunpräzipitats eine leichte Anreicherung von IRF4 ergab, konnte im BATF3-
Präzipitat von L-428 und SR-786 keine Bande für IRF4 detektiert werden. Eine 
mögliche Interaktion kann aber dennoch nicht ausgeschlossen werden, da die 
angewandten Versuchsbedingungen wahrscheinlich zu stringent waren und ein 
optimiertes Protokoll mit milderen Waschschritten solche schwachen Interaktionen 
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eher erhalten könnte. In der massenspektrometrischen Analyse ist auch IRF5 leicht 
angereichert vorzufinden. Studien von Kreher et al. haben eine zentrale Funktion von 
IRF5 in der Pathogenese des cHLs aufgezeigt. IRF5 interagiert mit NFB und die 
Induktion von IRF5 in B-Zellen führt zur Expression verschiedener Zytokine und auch 
AP-1-Faktoren (Kreher et al. 2014). Somit bleibt die Frage nach dem interagierenden 
Faktor, welcher zusammen mit BATF3 und JUN(B) in cHL- und ALCL-Zelllinien eine 
positive Regulation verschiedenster Zielgene übernimmt, offen. IRF4 und IRF5 sind 
potentielle Kandidaten, die als Interaktionspartner von BATF3 in Frage kommen.  
4.1.2 Assoziation von EBV-Status und BATF3-Expression 
Der Grund für die inverse Korrelation von EBV und BATF3 in HRS-Zellen ist derzeit 
unklar. Publizierte Daten von Steidl et al. stimmen mit den Daten der IHC überein 
und zeigen ebenfalls eine stärkere BATF3-mRNA-Ausprägung in EBV-negativen 
cHL-Fällen (Steidl et al. 2012). Allerdings zeigen GEP von LMP1-transfizierten GC-B-
Zellen eine Induktion der AP-1-Faktoren BATF, BATF3, ATF, JUNB und FOS auf 
mRNA-Ebene (Vockerodt et al. 2008). In GC-B-Zellen scheint LMP1 also teilweise 
andere Zielgene als in EBV-positiven cHL zu aktivieren, auch wenn in dieser Studie 
der Punkt deutlich gemacht wurde, dass LMP1 GC-B-Zellen zu einem HRS-Zell-
ähnlichen Phänotyp reprogrammiert (Vockerodt et al. 2008). Weitere Evidenz, dass 
LMP1 die Aktivität von AP-1 induzieren kann, kommen von einer Studie, in denen 
HEK 293-Zellen und B-Zellen mit LMP1 transfiziert wurden und diese daraufhin über 
die Aktivierung von JNK verstärkt AP-1 ausprägten (Kieser et al. 1997). In der 
vorliegenden Arbeit wurden in der immunhistochemischen Analyse Lymphome als 
BATF3-positiv bewertet, wenn mindestens 50% der Tumorzellen eine Färbung 
aufwiesen. So wurden unter diesen Parametern EBV-positive cHL-Fälle auch als 
BATF3 negativ beschrieben, wenn 10-20% der Tumorzellen eine Färbung für BATF3 
aufzeigten. Somit könnte es durchaus sein, dass EBV-positive cHL-Fälle also nicht 
100% negativ für BATF3 sind, sondern der Anteil positiver Tumorzellen nur geringer 
ist. LMP1 könnte also auch im cHL AP-1 bzw. BATF3 induzieren, diese Induktion ist 
möglicherweise aber schwächer als in EBV-negativen Fällen, in denen andere 
Mechanismen, wie starke JAK/STAT-Signalaktivität, zu einer stärkeren AP-1/BATF3-
Ausprägung führen.  
  Diskussion 
124 
 
4.1.3 Essentielle Funktion von BATF3 im cHL, ALCL und PMBL 
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass BATF3 essentiell für das 
Überleben von cHL- und ALCL-Zelllinien und einer PMBL-Zelllinie ist. Die 
Herunterregulation von BATF3 führt zu einer verminderten Zellproliferation und 
induziert Apoptose in cHL- und ALCL-Zelllinien, jedoch nicht in Kontroll-Linien, 
sodass eine allgemeine Toxizität der shRNAs gegen BATF3 ausgeschlossen werden 
kann (3.7). Erste Hinweise, dass AP-1-Faktoren sehr wichtig für das Überleben von 
cHL- und ALCL-Zellen sind, kam von einer Studie von Mathas und Kollegen, in der 
der Effekt der AP-1-Inhibition durch A-FOS gezeigt wurde. Die A-FOS-vermittelte 
Inhibition von AP-1 reprimiert die Proliferationskapazität von L-428-Zellen und 
induziert Apoptose in der ALCL-Zelllinie Karpas 299 (Mathas et al. 2002). Ebenfalls 
ist der AP-1-Faktor ATF3 für das Überleben und die Proliferation von HRS-Zellen 
wichtig. So führt die siRNA (engl. small interfering RNA)-vermittelte 
Herunterregulation von ATF3 in den cHL-Linien L-540 und L-428 zu einer 
verminderten Proliferationsrate (Janz et al. 2006b). In den Tumorzellen des ALCLs ist 
ebenfalls eine starke konstitutive AP-1-Aktivität zu finden und neben JUN, JUNB und 
ATF3 ist auch FRA2 als ein weiterer AP-1-Faktor zu detektieren (Mathas et al. 2002, 
Janz et al. 2006b, Mathas et al. 2009). Starke Ausprägung von AP-1 ist im PMBL 
beschrieben worden, allerdings fehlten hier funktionelle Analysen zur Rolle von AP-1 
(Rosenwald et al. 2003). Die Expression von BATF3, JUN und JUNB, die in dieser 
Arbeit auf mRNA und Proteinebene in Zelllinien und primären PMBL gezeigt wurde, 
spricht dafür, dass PMBL-Linien ebenfalls konstitutive AP-1-Aktivität aufweisen und 
es konnte erstmal die überlebenswichtige Funktion von BATF3 in der PMBL-Linie 
Karpas 1106P identifiziert werden (Abbildung 23). So ist in Karpas 1106P eine starke 
Reduktion der GFP-positiven Zellen nach BATF3-Herunterregulation zu beobachten, 
im Gegensatz dazu sind nur minimale Effekte in der PMBL-Linie MedB-1 nach 
shBATF3-Transduktion festzustellen, was dafürspricht, dass BATF3 in MedB-1 
andere Zielgene reguliert. 
In der kompetitiven Wachstumsanalyse ergab sich in allen getesteten cHL- und 
ALCL-Linien eine starke Reduktion der shBATF3-transduzierten Zellen im Vergleich 
zu shNT-transduzierten Zellen und Kontroll-Zelllinien. Die Analyse von apoptotischen 
Zellen mittels Annexin V- und PI-Färbung macht starke und auch größtenteils 
signifikante Unterschiede zwischen den shBATF3-transduzierten und shNT-
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transduzierten cHL- und ALCL-Zelllinien mit Ausnahme der Karpas 299 deutlich 
(Abbildung 15). Diese ALCL-Zelllinie wies nach BATF3-Herunterregulation weder 
signifikante Unterschiede in der Annexin V-positiven Zell-Population auf, noch war 
eine verminderte Proliferationskapazität zu sehen. Die beobachtete starke Reduktion 
der BATF3-herunterregulierenden Zellen in der kompetitiven Wachstumsanalyse wird 
wahrscheinlich durch andere Mechanismen als erhöhte Apoptose und verminderte 
Proliferation verursacht. So sind mittlerweile über zehn verschiedene Formen des 
Zelltods beschrieben und neben dem klassischen Caspase-abhängigen 
programmierten Zelltod, der Apoptose, noch weitere Arten des Zelltods, wie z.B. 
Nekroptose oder Caspase-unabhängige Apoptose, identifiziert worden (Galluzzi et al. 
2012). Unterschiede im Zellüberleben der Karpas 299 und SU-DHL-1 wurden in einer 
Studie von Turturro und seinen Kollegen beobachtet, in der die Expression von p27 
in SU-DHL-1 zu apoptotischen Zellen und Zellzyklus-Arrest führte, die Effekte in 
Karpas 299 allerdings jedoch nicht nachzuweisen waren (Turturro et al. 2001a, 
Turturro et al. 2001b). Die BATF-Ausprägung wird durch Herunterregulation von 
BATF3 in cHL- und ALCL-Zelllinien nicht verändert, sodass BATF nicht für BATF3 im 
cHL und ALCL kompensieren kann. Die Kompensation durch BATF ist allerdings in 
einem anderen zellulären Kontext, bei der Differenzierung von cDCs, möglich 
(Tussiwand et al. 2012). 
4.1.4 BATF3 und JUN regulieren die Expression von MYC 
Die GEP von shBATF3-transduzierten L-428-Zellen ermöglichte die Identifizierung 
von BATF3-Zielgenen, die unter anderem für das Überleben von cHL-Linien wichtig 
sind. Die anschließende GSEA der BATF3-herunterregulierenden L-428-Zellen gab 
erste Hinweise darauf, dass MYC ein potentielles Zielgen von BATF3 sein könnte, 
was mittels Western-Blot-Analysen von shBATF3-transduzierten cHL- und ALCL-
Linien bestätigt werden konnte (3.9). In der PMBL-Linie Karpas 1106P konnten 
ebenfalls reduzierte MYC-mRNA-Level detektiert werden nach BATF3-
Herunterregulation. Die Regulation von MYC erfolgt dabei direkt über die Bindung 
von BATF3 und JUN an eine AP-1-Erkennungssequenz im MYC-Promotor. In einer 
früheren Studie wurde die Bindung von JUN an diese AP-1-Bindestelle im MYC-
Promotor in der Fibroblasten-Linie NIH 3T3 beschrieben (Iavarone et al. 2003). 
Welche weiteren Faktoren zusammen mit BATF3 und JUN die Expression von MYC 
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in cHL- und ALCL-Zelllinien regulieren bleibt zu untersuchen. In ALCL-Zelllinien 
reguliert IRF4 die Expression von MYC und ist wichtig für das Zellüberleben von 
ALCL-Zelllinien (Weilemann et al. 2015). Im Multiplen Myelom (MM) ist MYC 
ebenfalls ein direktes Zielgen von IRF4 und wichtig für das Überleben der MM-Zellen 
(Shaffer et al. 2008). Allerdings zeigen Untersuchungen des MMs, dass MYC über 
einen Rückkopplungsmechanismus zusätzlich die IRF4-Ausprägung regulieren kann, 
was beim ALCL nicht der Fall ist (Shaffer et al. 2008, Weilemann et al. 2015). In den 
beiden Studien von Shaffer et al. und von Weilemann et al. wurde eine andere 
Erkennungsstelle für IRF4 im MYC-Promotor beschrieben als die im Rahmen dieser 
Arbeit untersuchte AP-1-Erkennungsstelle, an die BATF3 und JUN in cHL- und 
ALCL-Zelllinien binden. Diese AP-1-Stelle ist keine kanonische AICE-
Erkennungsstelle wie sie für AP-1-IRF-Komplexe beschrieben ist (Glasmacher et al. 
2012, Tussiwand et al. 2012), was darauf hindeutet, dass auch ein weiterer, 
unbekannter dritter Faktor mit BATF3 und JUN die Expression von MYC regulieren 
könnte. So konnte für BATF der Transkriptionsfaktor BACH2 als ein weiterer 
Interaktionspartner in TH2-Zellen identifiziert werden. Der BATF-BACH2-Komplex 
konkurriert dabei mit BATF-IRF4-Komplexen und erkennt hauptsächlich die AP-1-
Konsensussequenz (TGA(G/C)TCA) (Kuwahara et al. 2016). In GC-B-Zellen 
reprimiert BACH2 die Plasmazell-Differenzierung und begünstigt den 
Klassenwechsel (Shaffer et al. 2002). In HRS-Zellen ist BACH2 im Vergleich zu GC-
B-Zellen jedoch kaum exprimiert (Steidl et al. 2012). IRF4 konnte in den cHL-Linien 
HDLM-2, L-428 und U-HO1 erfolgreich herunterreguliert werden, allerdings war in 
keiner der cHL-Linien eine Reduktion von MYC-Protein zu detektieren. Es konnte 
eher eine Tendenz des leichten Anstiegs von MYC in den untersuchten cHL-
Zelllinien detektiert werden. Als Positivkontrolle wurde hier die ALCL-Zelllinie SR-786 
verwendet, welche reduzierte MYC-Expression nach IRF4-Herunterregulation 
aufwies (3.13). Dies spricht dafür, dass in den cHL-Linien ein anderer Faktor im 
BATF3-JUN-Komplex die Ausprägung von MYC reguliert als in ALCL-Zelllinien. Da 
JUN ebenfalls an den MYC-Promotor in der L-428-Linie bindet, ist davon 
auszugehen, dass die Herunterregulation von JUN in cHL- und ALCL-Linien einen 
ähnlichen Phänotyp verursacht wie er in shBATF3-transduzierten Zellen zu 
beobachten ist. So führt die Herunterregulation von JUNB in ALK+-ALCL-Linien zu 
einer reduzierten Zellproliferation (Staber et al. 2007).  
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MYC ist als starkes Onkogen beschrieben und an der Pathogenese verschiedener 
Tumorerkrankungen beteiligt (Dang 2013). Es reguliert eine immense Anzahl an 
zellulären Prozessen wie Metabolismus, Adhäsion, Proliferation und Differenzierung 
(Seitz et al. 2011, Dang 2013). Im BL und einigen DLBCL ist MYC aufgrund von 
chromosomalen Translokationen oder einer erhöhten Anzahl an Genkopien 
überexprimiert (Chisholm et al. 2015). So sind beim BL nahe 100% der Fälle durch 
eine Ig-MYC-Translokation gekennzeichnet (Taub et al. 1982, Battey et al. 1983). Im 
cHL, PMBL und ALCL führen andere Mechanismen zur Ausprägung von MYC, wie 
z.B. aberrante JAK/STAT-Signalaktivität im cHL und PMBL und IRF4-Aktivität im 
ALCL (Inghirami et al. 1994, Rui et al. 2010, Weilemann et al. 2015). In HRS- und 
PMBL-Zellen modifiziert JAK2 Histone und macht so den MYC-Lokus zugänglich für 
die Transkriptionsmaschinerie (Rui et al. 2010). In dieser Arbeit konnte ein weiterer 
Mechanismus, die BATF3-abhängige Ausprägung von MYC in cHL-, ALCL- und 
PMBL-Zellen, identifiziert werden. Die Herunterregulation von MYC ist ebenfalls 
toxisch und führt zu einer starken Wachstumshemmung in cHL-, PMBL- und ALCL-
Linien (Rui et al. 2010, Weilemann et al. 2015) (persönliche Kommunikation Markus 
Schneider). Gleiches konnte auch in dieser Arbeit in cHL- und ALCL-Linien 
reproduziert werden. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass es einen 
(oder weitere) kritische Faktoren gibt. Die Re-Expression von MYC in BATF3-
herunterregulierenden cHL- und ALCL-Zelllinen könnte zeigen, ob MYC den durch 
BATF3-Reduktion verursachten Phänotyp retten kann. In PMBL-Linien ist MYC nicht 
das einzige wichtige Zielgen von JAK2, da die Re-Expression von MYC die PMBL-
Zellen nicht vor dem Zelltod retten kann (Rui et al. 2010).  
4.1.5 Der JAK/STAT-Signalweg reguliert BATF3 in CD30+-
Lymphomen 
Mehrere Arbeiten konnten AP-1-Faktoren als Zielgene des JAK/STAT-Signalwegs in 
Lymphomen identifizieren (Ding et al. 2008, Lam et al. 2008, Crescenzo et al. 2015). 
So konnten nach Inhibition von JAK2 in cHL- und PMBL-Linien reduzierte BATF3-
Proteinlevel festgestellt werden (3.15). Ebenso war es möglich mittels IL-13-
Stimulation in drei getesteten cHL-Zelllinien BATF3 zu induzieren, was bestätigt, 
dass der JAK/STAT-Signalweg BATF3 reguliert. Die HRS-Zellen sezernieren 
verschiedene Zytokine, die autokrin über Zytokin-Rezeptoren den JAK/STAT-
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Signalweg aktivieren können (Skinnider et al. 2001, Skinnider et al. 2002b, Scheeren 
et al. 2008). Eine Reihe verschiedener genetischer Läsionen sorgen außerdem für 
konstitutiv aktives JAK/STAT, wie inaktivierende Mutationen in den JAK-Inhibitoren 
SOCS1 und PTPN1 (Weniger et al. 2006, Gunawardana et al. 2014). Darüber hinaus 
konnte in dieser Studie die direkte Bindung von pSTAT3 und pSTAT6 im BATF3-Gen 
gezeigt werden. In ALCL-Linien ist hauptsächlich pSTAT3 vorzufinden (Skinnider et 
al. 2002a), welches an STAT-Erkennungssequenzen im BATF3-Gen bindet. In cHL-
Zelllinien wird die Expression von BATF3 von pSTAT3 und pSTAT6 reguliert. In den 
getesteten ALCL-Linien konnten keine deutlichen Effekte des JAK2-Inhibitors 
TG101348 auf die BATF3-Ausprägung beobachtet werden. So ist in keiner der 
untersuchten ALCL-Linien eine kontinuierliche Abnahme von pSTAT3 und BATF3 mit 
steigender TG101348-Konzentration zu sehen (3.15). Da die getesteten ALCL-Linien 
alle ALK-positiv sind und NPM-ALK unabhängig von JAK-Molekülen STAT3 
phosphorylieren kann, könnte dies die ineffiziente Wirkung des JAK2-Inhibitors 
TG101348 erklären (Zamo et al. 2002, Chiarle et al. 2005). Ein weiterer Grund für die 
ausbleibenden Effekte könnte sein, dass in ALCL-Linien hauptsächlich JAK1 
ausgeprägt wird und TG101348 hauptsächlich JAK2 inhibiert und eine Inhibition von 
JAK1 erst bei höheren Inhibitor-Konzentrationen erreicht wird. Mit dem TG101348-
Inhibitor liegt die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) für JAK1 bei 105 nM, 
während der IC50 für JAK2 bei 3 nM im zell-freien Assay liegt (Wernig et al. 2008). 
Um das Problem des ALK-Status in den ALCL-Zelllinien zu vermeiden, könnte in 
weiterführenden Experimenten ein STAT3-Inhibitor zur Inhibition des JAK/STAT-
Signalweges getestet werden. Ebenfalls konnte mittels IL-21-Stimulation keine 
Induktion der BATF3-Level erreicht werden, obwohl eine leicht verstärkte pSTAT3-
Ausprägung der ALCL-Linien nach IL-21-Behandlung zu sehen war (Abbildung 34). 
Die Analyse des BATF3-Promotorbereichs lässt außer STAT-Erkennungsstellen 
noch Bindestellen für NFB und AP-1 erkennen. Folglich könnten NFB- und AP-1-
Faktoren zusätzlich die Ausprägung von BATF3 regulieren. ChIP-Experimente mit 
NFB- und AP-1-Faktoren könnten aufdecken, ob diese Faktoren an bestimmte 
Erkennungssequenzen im Promotorbereich von BATF3 binden. 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die JAK/STAT-abhängige konstitutive 
Ausprägung von BATF3 in CD30+-Lymphomen gezeigt werden. BATF3 ist essentiell 
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für das Überleben und die Proliferation von cHL- und ALCL-Zellen und ein Teil seiner 
onkogenen Wirkung wird über die Regulation von MYC vermittelt (Abbildung 42).  
4.1.6  Zusammenhang zwischen CD30, MYC und BATFs in der 
Lymphompathogenese 
Die Frage nach der funktionellen Relevanz zwischen der Ausprägung von CD30 und 
BATF3 bleibt offen. Da die physiologische Vorläuferzelle des cHLs noch nicht 
eindeutig identifiziert worden ist und diskutiert wird, ob CD30+-GC-B-Zellen den 
Ursprung der HRS-Zellen darstellen, wäre es vom großen Interesse die Funktion von 
BATF3 in diesen normalen B-Lymphozyten zu charakterisieren. Ebenfalls sind das 
PMBL und eine kleine Fraktion der DLBCL durch CD30- und MYC-Expression 
gekennzeichnet (Rui et al. 2010, Hu et al. 2013). Immunhistochemische Färbungen 
von CD30+-B-Lymphozyten zeigen ebenfalls MYC-Ausprägung (Cattoretti 2013). 
CD30- und MYC-positive B-Zellen sind innerhalb und außerhalb des GC zu finden 
(Cattoretti 2013). Zusätzlich prägen die extrafollikulären CD30+ MYC+-GC-B-Zellen 
PRDM1 und IRF4 aus und zeigen eine starke NFB-Signatur (persönliche 
Kommunikation Dr. Marc Weniger). Für IRF4 ist bekannt, dass es die Expression von 
PRDM1 reguliert, um die B-Zelle beim Verlassen des GC auf die Differenzierung zur 
Plasmazelle vorbereiten zu können (Basso et al. 2015). GEP von MYC-positiven GC-
B-Zellen haben eine starke Ausprägung von BATF, IRF4 und CCND2 im Vergleich 
zu MYC-negativen GC-B-Zellen identifiziert (Dominguez-Sola et al. 2012). Darüber 
hinaus ist MYC im GC für die Rezirkulation der positiv-selektionierten GC-B-Zellen 
zwischen heller und dunkler Zone verantwortlich (Calado et al. 2012, Dominguez-
Sola et al. 2012). Für BATF ist bekannt, dass es zusammen mit JUN und IRF4 die 
Expression von AID reguliert und für die CSR wichtig ist (Betz et al. 2010, Ise et al. 
2011). Dass BATF3 und BATF beide in den CD30+ MYC+-B-Lymphozyten zu finden 
sind, spricht dafür, dass diese beiden Faktoren in der CD30+ MYC+-B-Zell-Population 
distinkte Funktionen ausüben. Die Funktion von BATF3 in den CD30+ MYC+ IRF4+-B-
Lymphozyten aufzudecken, könnte helfen die Pathogenese von CD30+-Lymphomen 
besser zu verstehen und welche Bedeutung und welcher Zusammenhang zwischen 
CD30-, BATF3- und MYC-Ausprägung besteht. Darüber hinaus ist CD30 nicht nur 
ein wichtiger Marker bei der Diagnose des cHLs, sondern auch ein therapeutisches 
Ziel geworden. Ein anti-CD30 Antikörper gekoppelt mit einem Mikrotubuli-Inhibitor 
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(Brentuximab-Vedotin) wird zur Behandlung von CD30-positiven Lymphomen 
eingesetzt und hat bisher vielversprechende Resultate erzielt (Younes et al. 2010, 
Pro et al. 2012, Duvic et al. 2015). Die Funktion von CD30 besser zu verstehen, 
könnte somit auch helfen die Antikörpertherapie weiter zu verbessern. 
Abbildung 42: Onkogene Wirkung 
und Regulation von BATF3 in 
CD30
+
-Lymphomen. Konstitutiv 
aktives JAK/STAT führt zur starken 
Ausprägung von BATF3 im cHL, 
ALCL und PMBL. BATF3 formt 
Dimere mit JUN-Proteinen und 
reguliert unter anderem die 
Expression von MYC, was 
entscheidend für das Überleben und 
die Proliferation der Tumorzellen ist 
(Lollies et al. 2017).  
 
 
 
 
 
 
 
4.2 Genetische Analyse von Kombinationslymphomen 
4.2.1 Untersuchung der klonalen Verwandtschaft von 
Kombinationslymphomen mittels IgV-Gen-Analysen  
Die genetische Charakterisierung von Kombinationslymphomen ermöglicht es 
Einblicke in die Mehrschritt-Pathogenese dieser Lymphome zu erhalten. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurden drei Kombinationslymphome bestehend aus cHL und NHL auf 
ihre klonale Verwandtschaft und auf genetische Läsionen analysiert. Bei der 
Untersuchung der klonalen Verwandtschaft von Kombinationslymphomen mittels IgV-
Gen-PCR wurde für alle analysierten Sequenzen geprüft, ob es sich um eine 
produktive Sequenz handelt, die sich im Leseraster befindet und bei der die CDR 3-
Region kein Stopp-Codon enthält oder ein VH-Pseudogen benutzt wurde. 
Mutationsfrequenzen wurden ermittelt, um Aussagen über das Verhältnis von Klonen 
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machen zu können und den Tumorzellen ihren physiologischen Vorläuferzellen 
zuordnen zu können.  
In zwei von drei Kombinationslymphomen konnte eine klonale Verwandtschaft durch 
gleiche IgV-Genumlagerungen identifiziert werden (3.16.1). Das erste 
Kombinationslymphom bestehend aus CLL und cHL zeigte unmutiertes VH1-69, 
V1-5 und ein unproduktives V2-30 in allen analysierten Lymphomzellen. Zu 
diesem Zeitpunkt kann noch keine eindeutige Aussage über das 
Verwandtschaftsverhältnis von CLL und cHL gemacht werden, da das mutierte VH4-
34 nur in einer von zwei HRS-Zell-Proben detektiert wurde und somit nicht 
ausgeschlossen werden kann, dass es von einer Post-GC-B-Zelle stammt. Gegen 
die klonale Verwandtschaft spricht einerseits die Tatsache, dass die sortierten HRS-
Zellen nur eine Reinheit von rund 50% aufweisen, beide Tumoranteile aus dem 
Knochenmark des Patienten stammen und die CLL-Zellen hoch angereichert sind. 
Dies würde implizieren, dass die unmutierten IgV-Gene von dem CLL-Klon stammen. 
Ein weiterer Grund der dafürspricht, dass in den sortierten HRS-Zellen 
kontaminierende CLL-Zellen zu finden sind, ist die Abstammung der HRS-Zellen von 
prä-apoptotischen GC-B-Zellen, die eine SHM durchlaufen haben und meistens 
somatisch mutierte IgV-Gene besitzen (Küppers et al. 1993, Kanzler et al. 1996a, 
Marafioti et al. 1999). Allerdings gibt es auch cHL-Fälle, die unmutierte IgV-Gene 
besitzen (Müschen et al. 2001). Zur Identifizierung des HRS-Zell-Klons und zur 
eindeutigen Bestimmung der klonalen Verwandtschaft sollen erstens einzelne HRS-
Zellen für eine IgV-Gen-PCR mikrodissektiert werden und zweitens die VH4-34-
Abdeckung aus der Exom-Sequenzierung untersucht werden. Eine hohe Abdeckung 
von VH4-34 würde für die Genumlagerung des HRS-Zell-Klons sprechen und gegen 
eine klonale Verwandtschaft von cHL und CLL. Für die HRS-Zellen konnten die 
gleichen Ig-Genumlagerungen wie in den CLL-Zellen detektiert werden. Falls 
zwischen CLL- und HRS-Zellen keine klonale Verwandtschaft besteht, konnte somit 
keine IgV-Genumlagerung der -Kette gefunden werden. Entweder konnte die -
Genumlagerung, z.B. aufgrund von mutierten Nukleotiden in den Primer-
Bindestellen, nicht amplifiziert werden oder die Tumorzellen besitzen eine λ-
Genumlagerung. So findet vor der VJ-Rekombination auf dem λ-Lokus zuerst die VJ-
Rekombination auf dem -Lokus statt. Igλ-positive Zellen haben ihre umgeordneten 
Ig-Allele inaktiviert, um weitere Rekombinationsprozesse zu verhindern. War die 
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VJ-Rekombination nicht erfolgreich, wird der -Lokus stillgelegt. Die Inaktivierung 
findet über einen RAG-vermittelten Prozess statt, der über eine 3´ stromabwärts von 
C gelegene Sequenz, dem kappa-inaktivierendem Element (engl. kappa-deleting 
element, KDE), vermittelt wird (Siminovitch et al. 1985, Küppers et al. 1996). Hierbei 
kann das KDE in eine intronische RSS oder in eine RSS zwischen V- und J-Gen 
integrieren (Perfetti et al. 2004). In diesem Fall kann eine VJ-Umlagerung 
nachgewiesen werden, diese kann aber wegen des Fehlens der Ig-Enhancer nicht 
mutiert werden. Die Tumorzellen der CLL stammen vermutlich von GC-unerfahrenen 
B-Zellen ab und gehören zur Gruppe der unmutierten CLL, die einen aggressiveren 
klinischen Verlaufen zeigen (Hamblin et al. 1999). CLL-Zellen besitzen in etwa 20% 
der Fälle stereotype BCRs und zeigen vermehrtes Auftreten von VH1-69, VH4-34 
oder V2-30 (Stamatopoulos et al. 2007). Vor allem unmutierte BCR von CLL-Klonen 
besitzen Poly- und Autoreaktivität gegenüber cytoplasmatischen Antigenen (Hervé et 
al. 2005). Inwiefern das unmutierte VH1-69 in der Pathogenese der CLL eine Rolle 
spielt, ist allerdings unklar.  
Eine Kombination aus klonal verwandtem cHL und SMZL ergab die IgV-Gen-Analyse 
des zweiten Kombinationslymphoms. Die Tumorzellen beider Lymphome zeigen 
identisch mutierte VH3-23- und V1-8-Genumlagerungen. Die analysierten 
Sequenzen der IgV-Gene sind alle potentiell produktiv, da auch keine biallelisch 
umgeordneten VH- und V-Gene nachgewiesen werden können. HRS- und SMZL-
Zellen sind auf eine gemeinsame (Post)-GC-Ursprungszelle zurückzuführen, da der 
Tumorklon zwar keine intraklonale Diversität, aber somatisch mutierte IgV-Gene 
aufweist und demnach von einer B-Zelle stammt, die bereits die GC-Reaktion – den 
Prozess der SHM und der Antigen-Selektion - durchlaufen hat. Kombinationen von 
SMZL und cHL sind äußerst selten unter den Kombinationslymphomen und es gibt 
nur wenige Studien, die solche Kombinationen beschrieben haben (Rosenquist et al. 
2004a, Harada et al. 2008, Zeidan et al. 2013). Rosenquist und Kollegen 
beschrieben das Auftreten von klonal verwandten SMZL und cHL mit identischen 
IgV-Umlagerungen in einem Patienten, bei dem das cHL erst 15 Jahre nach dem 
SMZL auftrat. Die Beschreibung dieses Falles als Kombinationslymphom ist jedoch 
zu hinterfragen, da Kombinationslymphome per Definition gleichzeitig und in der 
Regel auch im selben Organ auftreten (Küppers et al. 2014). Auffällig waren in der 
Studie von Rosenquist und Kollegen die unmutierten IgV-Gene in beiden 
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Lymphomen, da das cHL von GC-B-Zellen stammt und daher durch den Prozess der 
SHM somatisch mutierte IgV-Gene aufweisen sollte (Küppers et al. 1994, Rosenquist 
et al. 2004b). Allerdings wird das Vorhandensein von sogenannten Gründer-GC-B-
Zellen (engl. germinal center founder cells) diskutiert, in denen die SHM noch nicht 
stattgefunden hat und somit der HRS-Zellklon in diesem Fall von Gründer-GC-B-
Zellen abstammen könnte (Lebecque et al. 1997). Das im Rahmen dieser Arbeit 
untersuchte Kombinationslymphom aus SMZL und cHL hat seinen Ursprung in 
Antigen-erfahrenen GC-B-Zellen und besitzt leicht mutierte IgV-Gene mit 
Mutationsfrequenzen von 2,8% für VH3-23 und 2,3% für V1-8. Somit liegt die 
Mutationsfrequenz unter der von normalen GC-B-Zellen, was für einen Ursprung 
dieser Zellen von GC-B-Zellen spricht, die schnell das GC verlassen haben und 
positiv selektioniert wurden.  
Das dritte Kombinationslymphom besteht aus einem cHL und MZL und zeigte nach 
IgV-Gen-Analyse ein mutiertes VH3-23 und ein unmutiertes V1-16. Das mutierte 
VH3-23, welches in etwa der Hälfte der mikrodissektierten Einzelzellen in beiden 
Lymphomen gefunden werden konnte, spricht für die klonale Verwandtschaft von 
cHL und MZL. Ursprünglich wurde angenommen, dass das MZL von naiven Antigen-
unerfahrenen B-Zellen abstammt, allerdings haben Studien diese Annahme widerlegt 
und gezeigt, dass etwa 40% der MZL somatisch mutierte IgV-Gene aufweisen 
(Perez-Galan et al. 2011). Das hier analysierte Kombinationslymphom ist ein 
weiteres Beispiel dafür, dass die Tumorzellen des MZL auch von Antigen-erfahrenen 
GC-B-Zellen abstammen können. Innerhalb der beiden Lymphome ist keine 
intraklonale Diversität der VH3-23-Genumlagerung zu detektieren, was dafürspricht, 
dass der Tumorklon des cHLs und des MZLs von einer B-Zelle abstammt, die bereits 
eine GC-Reaktion durchlaufen hat und das während der malignen Proliferation keine 
weitere Diversifizierung der IgV-Gene mehr stattgefunden hat. In einer Studie von Dr. 
Stefanie Schneider und ihren Kollegen wurde ebenfalls ein Kombinationslymphom 
bestehend aus MZL und cHL mit gemeinsamem GC-B-Zell-Ursprung identifiziert, 
welches ebenfalls ein identisches SHM-Muster zeigte und keine intraklonale 
Diversität aufwies (Schneider et al. 2014). Hingegen wurde in einer Studie von 
Tinguely und seinen Kollegen ein Kombinationslymphom aus MZL und cHL 
beschrieben, in dem die MZL-Zellen unmutierte IgV-Gene und die HRS-Zellen leicht 
mutierte IgV-Gene besaßen (Tinguely et al. 2003). Hier ist anzunehmen, dass die 
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Lymphome sich bereits im Stadium der Prä-GC-B-Zelle auftrennten. Das im Rahmen 
dieser Arbeit analysierte Kombinationslymphom prägt laut pathologischen Befund 
CCND1 in den Tumorzellen des MZL aus, hingegen sind die HRS-Zellen des cHLs 
CCND1 negativ in der IHC. Die Überexpression von CCND1 im MZL ist Folge einer 
CCND1-Translokation unter die Kontrolle des IgH-Enhancers und stellt ein frühes 
pathogenetisches Ereignis während der VDJ-Rekombination im Stadium der Prä-B-
Zell-Entwicklung dar (Welzel et al. 2001). Da in HRS-Zellen die Ausprägung der Ig-
Gene durch epigenetische Mechanismen supprimiert wird und die an der Ig-
Transkription beteiligten Transkriptionsfaktoren OCT2 und BOB1 nicht mehr 
exprimiert werden (Stein et al. 2001, Ushmorov et al. 2004), wäre die Detektion von 
CCND1-Protein auch bei vorhandener IgH-Translokation eher unwahrscheinlich. 
Studien von Schmitz und seinen Kollegen zeigen ebenfalls ein 
Kombinationslymphom aus MZL und cHL, dessen Tumorklone beide die CCND1-
Translokation besitzen, allerdings nur für die MZL-Zellen auch CCND1 auf 
Proteinebene zu detektieren ist (Schmitz et al. 2005). Interessanterweise prägen 
HRS-Zellen oftmals CCNE1 aus, welches die Funktion von CCND1 im Maus-Modell 
ersetzen kann und es wird diskutiert, ob nicht auch beim cHL die Funktion von 
CCND1 durch CCNE1 ersetzt worden ist (Geng et al. 2001, Schmitz et al. 2005). Die 
unmutierte V1-16 Genumlagerung in den HRS- und MZL-Zellen spricht dafür, dass 
bei dem Tumorklon eine Genumordnung auf dem λ-Lokus stattgefunden hat. 
Beim Fehlen von intraklonaler Diversität in klonal verwandten 
Kombinationslymphomen gilt zu beachten, ob bei der Diagnose eine Lymphom-
Transformation ausgeschlossen werden kann, was einer Transformation von einem 
indolenten Lymphom (z.B. CLL, FL) in ein aggressives Lymphom (z.B. MZL, DLBCL, 
BL) entspricht (Swerdlow et al. 2008, Montoto et al. 2011). Die Transformation einer 
CLL in ein DLBCL wird dabei als Richter Transformation bezeichnet und es sind 
sogar Fälle von Richter Transformationen der CLL in ein HL beschrieben worden 
(Bockorny et al. 2012).  
Die genauere Betrachtung der PCR-Effizienzen in den drei untersuchten 
Kombinationslymphomen veranschaulicht, dass die Effizienz der IgV-Gen-PCR der 
HRS-Zellen immer schlechter ausfiel als die der NHL-Zellen. So liegt die PCR-
Effizienz der HRS-Zellen bei 22-50%, während die der NHL-Zellen bei 42-100% liegt. 
Obwohl die IgV-Gen-PCR seit vielen Jahren etabliert ist und in einigen Studien 
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angewendet wurde (Küppers et al. 1993, Bräuninger et al. 1999, Seifert et al. 2009) 
kann die schlechtere PCR-Effizienz der HRS-Zellen durch die Methode der 
Mikrodissektion zu erklären sein. Die Zellkerne der HRS-Zellen sind im Vergleich zu 
denen der NHL-Zellen relativ groß und verteilen sich über mehrere Gewebeschnitte. 
So wird nur ein Teil des Kerns bei der Lasermikrodissektion ausgeschnitten und 
somit steht weniger DNA für die anschließende Amplifizierung durch die Polymerase 
zur Verfügung.  
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die IgV-Gene der Lymphome erfolgreich 
amplifiziert und ermittelt werden konnten und zwei der drei untersuchten 
Kombinationslymphome eine klonale Verwandtschaft zeigen. Weitere Analysen 
werden die klonale Verwandtschaft des ersten untersuchten Kombinationslymphoms 
klären. Die anschließende genomweite Untersuchung von gemeinsamen und 
separaten genetischen Läsionen in den beiden Lymphomen eines 
Kombinationslymphoms wird weitere Einblicke in die Lymphom-Pathogenese 
erlauben und möglicherweise helfen neue, transformierende Ereignisse der 
Lymphome zu identifizieren und besser zu verstehen. 
4.2.2  Vorläufige Analyse genetischer Läsionen in 
Kombinationslymphomen 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Grundlage für die weitere umfassende 
Charakterisierung von genetischen Läsionen in Kombinationslymphomen gelegt 
werden. Die Exom-Sequenzierung der drei Kombinationslymphome konnte 
erfolgreich durchgeführt werden, was anhand der guten mittleren Abdeckung sichtbar 
wird (Tabelle 20). Eine Ausnahme bildet das MZL im dritten Kombinationslymphom. 
Hier ist die Abdeckung deutlich geringer im Vergleich zu den anderen mittels WGA-
behandelten Proben (26% vs. 60-80%). Die Ursache für die relativ schlechte mittlere 
Abdeckung dieser Probe ist unklar. Möglicherweise könnte eine schlechte DNA-
Qualität ein Grund für die geringe Abdeckung sein. Auffällig ist außerdem bei der 
Betrachtung der Anzahl der genetischen Läsionen zwischen den 
Kombinationslymphomen, dass die Exom-Sequenzierungen der mit WGA-
analysierten Kombinationslymphome eine höhere Anzahl an SNVs aufweisen als die 
sequenzierten Proben des ersten Kombinationslymphoms ohne WGA. Um genauere 
Aussagen über den Einfluss der WGA machen zu können, müssten mehr Fälle und 
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idealerweise auch identische Fälle mit und ohne WGA analysiert und verglichen 
werden. Dies wäre allerdings sehr kostenaufwendig. Ein bekanntes Problem der 
WGA ist die bevorzugte Amplifizierung bestimmter Bereiche im Genom (Zong et al. 
2012). So können Genzahlvarianten von den mit WGA-sequenzierten Proben bisher 
nicht analysiert werden. Zur Kompensation von Ungleichheiten in den WGAs wurden 
technische Replikate der WGA von jeder Probe bzw. jedem Lymphom angefertigt 
und nur Varianten ausgewählt, die in mindestens zwei technischen Replikaten zu 
finden waren. Zusätzlich wurde bei der WGA eine Polymerase mit 
Korrekturlesefunktion verwendet, um das Problem von falsch-positiven Varianten zu 
minimieren (de Bourcy et al. 2014) (persönliche Kommunikation Dr. Markus 
Schneider). Um die in der Exom-Sequenzierung identifizierten SNVs in den 
verschiedenen Lymphomen validieren zu können, sollen nun mikrodissektierte 
Tumor- und Nicht-Tumorzellen mittels PCR und anschließender Sanger-
Sequenzierung bestätigt werden. Danach können funktionelle Analysen mit 
potentiellen Onko- und Tumorsuppressorgenen durchgeführt werden. Mit Hilfe der 
CRISPR/Cas9-Methode ist es möglich potentielle Onkogene in verschiedenen 
Lymphom-Zelllinien komplett auszuschalten (Cong et al. 2013, Shalem et al. 2014). 
Eine vorläufige Auswahl von Varianten interessanter Kandidatengene, die in einer 
Multiplex-PCR validiert werden sollen, wurde bereits zusammengestellt (3.16.3). 
Mutationen in NOTCH2 wurden z.B. im zweiten und dritten Kombinationslymphom in 
den Tumorzellen des MZL und des SMZL identifiziert. Die im SMZL identifizierte 
NOTCH2-Mutation (Arg2400Ter) ist als rekurrente Mutation im SMZL beschrieben, 
befindet sich in der PEST-Domäne und führt zu einer höheren enzymatischen 
Aktivität von NOTCH2 (Kiel et al. 2012). NOTCH2-Mutationen sind ebenfalls für das 
MZL identifiziert worden, allerdings ist die gefundene Variante des im Rahmen dieser 
Arbeit untersuchten MZL noch nicht in der Literatur beschrieben worden (Bea et al. 
2013). Hierbei könnte es sich also um eine neu identifizierte NOTCH2-Mutation im 
MZL handeln. Bei der weiteren Analyse des ersten Kombinationslymphoms gilt zu 
beachten, dass die DNA der Lymphomzellen zwar nicht mit einer WGA vervielfältigt 
wurde, aber die Reinheit der sortierten HRS-Zell-Population nur bei rund 50% liegt. 
Das bedeutet, dass kontaminierende CLL-Zellen bei der Validierung der genetischen 
Läsionen ein Problem darstellen können. Um dieses Problem zu vermeiden, sollen 
für zukünftige Validierungsstudien des ersten Kombinationslymphoms HRS-Zellen 
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aus Lymphknotenbiopsaten mikrodissektiert werden, die mit Hilfe einer CD30-
Färbung identifiziert werden und somit kontaminierende CLL-Zellen weitgehend 
ausgeschlossen werden können. Für die Fortführung dieses Projektes sind bereits in 
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hansmann weitere 
Kombinationslymphome für genetische Analysen gesammelt worden, welche auf ihre 
klonale Verwandtschaft und auf genetische Läsionen untersucht werden können. Die 
Validierung interessanter Kandidatengene und funktionelle Charakterisierung von 
genetischen Läsionen in diesen Kombinationslymphomen wird dabei helfen frühe 
gemeinsame pathogenetische Läsionen wie auch später auftretende separate 
transformierende Ereignisse zu identifizieren. 
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5 Zusammenfassung 
Eine veränderte Aktivität von Transkriptionsfaktoren ist Kennzeichen vieler maligner 
Lymphome, trotzdem sind die Schlüsseldefekte dieser veränderten Aktivität in der 
Lymphom-Pathogenese bisher nicht vollkommen aufgeklärt. Die Tumorzellen des 
klassischen Hodgkin-Lymphoms (engl. classical Hodgkin Lymphoma, cHL), des 
primären mediastinalen B-Zell-Lymphoms (PMBL) und des anaplastisch 
großzelligem Lymphoms (ALCL) entstehen zwar aus unterschiedlichen 
Vorläuferzellen (prä-apoptotischen B-Zellen, thymischen B-Zellen und T-Zellen), sind 
jedoch durch Gemeinsamkeiten wie deregulierte JAK/STAT-Aktivität und 
Ausprägung von CD30 und AP-1 (engl. Activator protein-1)-Faktoren 
gekennzeichnet. AP-1-Faktoren regulieren eine Vielzahl physiologischer Prozesse, 
allerdings sind sie auch in der Pathogenese von Lymphomen beteiligt. Im PMBL, cHL 
und ALCL sind hohe Transkriptionslevel von dem AP-1-Faktor BATF3 zu detektieren 
und die bis dahin unbekannte Funktion von BATF3 in der Lymphompathogenese 
sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. BATF3-Protein wurde in den 
Tumorzellen des cHLs, PMBLs und ALCLs sowie in den Tumorzellen des CD30+ 
diffus großzelligem B-Zell-Lymphoms detektiert, das heißt BATF3 ist bevorzugt in 
CD30+-Lymphomen exprimert. Als Interaktionspartner von BATF3 sind die AP-1-
Faktoren JUN und JUNB in cHL- und ALCL-Zelllinien charakterisiert worden. Die 
Herunterregulation von BATF3 ist toxisch für CD30+-Lymphom-Zelllinien und führt 
zur erhöhten Apoptose und verminderten Zellproliferation in cHL- und ALCL-
Zelllinien. Das Onkogen MYC konnte unter den Zielgenen von BATF3 identifiziert 
werden. So führt die Herunterregulation von BATF3 auch zu einer Reduktion von 
MYC in cHL-, ALCL- und einer von zwei PMBL-Zelllinien. MYC-Ausprägung wird 
durch die Bindung von BATF3 und JUN an den MYC-Promotor reguliert. Direkt an 
den BATF3-Promotor binden phosphorylierte STAT-Faktoren in cHL- und ALCL-
Zelllinien und so führt konstitutive JAK/STAT-Signalaktivität zur Expression von 
BATF3 in cHL-, ALCL- und vermutlich auch PMBL-Tumorzellen. Folglich konnte im 
Rahmen dieser Arbeit BATF3 als essentieller Faktor für das Überleben von cHL- und 
ALCL-Zelllinien charakterisiert werden und die onkogene Achse der STAT-
vermittelten Induktion von BATF3 identifiziert werden, welche die Ausprägung von 
MYC reguliert.  
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In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurden Kombinationslymphome bestehend aus 
einem cHL und Non-Hodgkin-Lymphom auf genetische Läsionen untersucht, um 
Einblicke in die Mehrschritt-Pathogenese von Lymphomen zu erhalten. Analysen der 
variablen (V) Region von Immunglobulin (Ig)-Genen konnten eine klonale 
Verwandtschaft durch gleiche IgV-Genumlagerungen in zwei von drei untersuchten 
Kombinationslymphomen nachweisen. Die Exom-Sequenzierung der drei 
Kombinationslymphome konnte erfolgreich durchgeführt werden. Die Validierung und 
funktionelle Charakterisierung der gefundenen genetischen Läsionen wird helfen die 
Krankheitsentstehung von Lymphomen besser zu verstehen.  
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7 Anhang  
7.1 Tabellen  
Tabelle 23: Signifikant regulierte Gene in shBATF3-transduzierten L-428-Zellen.  
Gensymbol 
Referenz-
sequenz 
shNT
#1 
shNT 
#2 
shNT 
#3 
shBATF3
#1 
shBATF3
#2 
shBATF3
#3 FC* p-Wert** 
BATF3 NM_018664 10,27 10,91 10,35 9,39 10,13 9,33 -1,86 0,0058 
LPGAT1 NM_014873 8,38 8,68 8,63 7,52 7,99 7,71 -1,77 0,0076 
SNORA76 NR_002995 8,53 8,57 8,69 7,53 7,76 8,19 -1,70 0,0334 
SLC9A7P1 NR_033801 6,25 5,59 5,10 5,38 4,62 4,67 -1,69 0,0438 
MIR196A1 NR_029582 6,47 5,56 7,06 5,90 4,70 6,32 -1,65 0,0133 
SNORD15B NR_000025 11,14 11,53 11,54 10,34 10,95 10,89 -1,60 0,0088 
ACOT9 
ENST00000
379303 
8,39 8,78 8,15 7,61 8,18 7,56 -1,58 0,0081 
ROGDI NM_024589 6,85 6,80 6,76 6,12 6,24 6,09 -1,58 0,0057 
CREBL2 NM_001310 7,40 7,57 7,91 6,75 7,06 7,15 -1,56 0,0132 
FAM153B 
NM_001265
615 
5,54 5,75 5,26 4,85 4,91 4,90 -1,55 0,0456 
SNORD37 NR_002602 8,59 8,57 8,52 7,73 8,16 7,95 -1,53 0,0434 
SNORA84 NR_003704 8,89 8,52 8,76 8,12 8,03 8,20 -1,52 0,0193 
LOC401357 JX508854 5,78 5,90 6,02 5,41 5,19 5,32 -1,51 0,0323 
SNORD111 NR_003079 9,27 9,58 9,59 8,62 9,20 8,94 -1,47 0,0245 
MIR4530 NR_039755 7,15 7,28 7,16 6,69 6,53 6,71 -1,47 0,0320 
SNORD17 NR_003045 7,45 7,50 7,54 6,80 7,03 7,03 -1,45 0,0096 
SNORD51 NR_002589 11,08 10,48 11,01 10,40 10,00 10,68 -1,41 0,0369 
SNORD12B NR_003695 9,54 9,60 10,04 9,01 8,92 9,75 -1,41 0,0474 
PATL1 NM_152716 11,48 11,42 11,56 11,14 10,99 10,88 -1,40 0,0408 
SNORA21 NR_002576 9,33 9,63 9,72 8,88 9,04 9,31 -1,40 0,0118 
SNORA68 NR_000012 11,15 11,18 11,22 10,50 10,70 10,93 -1,39 0,0448 
PRR5L 
NM_001160
167 
5,79 5,52 5,95 5,30 4,94 5,61 -1,39 0,0213 
RNU4ATAC NR_023343 10,73 10,57 11,05 10,21 10,26 10,54 -1,37 0,0212 
ANAPC15 NM_014042 7,81 7,49 7,64 7,33 7,21 7,06 -1,36 0,0389 
SNORA37 NR_002970 8,95 9,23 9,47 8,65 8,60 9,08 -1,36 0,0467 
EI24 NM_004879 8,71 9,02 8,89 8,26 8,74 8,31 -1,35 0,0372 
OMP NM_006189 7,30 7,41 7,61 6,83 7,03 7,17 -1,34 0,0044 
LOC100130
557 
NR_024567 7,29 7,53 7,49 6,86 7,23 6,94 -1,34 0,0284 
SNORD75 NR_003941 9,60 9,40 10,38 9,13 8,88 10,09 -1,34 0,0242 
HAR1A NR_003244 6,06 5,75 6,00 5,78 5,32 5,46 -1,34 0,0322 
SNORD69 NR_003057 10,79 11,36 11,58 10,51 10,88 11,09 -1,34 0,0243 
FAR1-IT1 
OTTHUMT0
0000386209 
6,39 6,47 6,38 5,90 6,06 6,03 -1,33 0,0101 
TMEM132C 
NM_001136
103 
6,05 5,88 6,12 5,52 5,65 5,63 -1,33 0,0478 
SNORD126 NR_003693 5,77 6,37 6,45 5,51 5,81 6,05 -1,32 0,0413 
LRFN4 NM_024036 6,66 6,78 6,45 6,18 6,44 6,06 -1,32 0,0090 
EPHB3 NM_004443 5,70 5,45 5,70 5,21 5,15 5,27 -1,32 0,0173 
NDUFB7 NM_004146 8,01 8,08 7,81 7,58 7,77 7,36 -1,32 0,0121 
SNORA9 NR_002952 10,23 10,14 10,40 9,75 9,73 10,10 -1,32 0,0174 
SLC2A4 NM_001042 5,96 6,26 5,76 5,55 5,87 5,39 -1,31 0,0006 
HSD11B2 NM_000196 6,84 7,17 6,94 6,38 6,79 6,60 -1,31 0,0083 
SNORD63 NR_002913 9,35 9,67 10,07 8,92 9,42 9,59 -1,31 0,0305 
TMED8 
ENST00000
216468 
9,14 9,28 9,35 8,91 8,88 8,82 -1,31 0,0469 
SNORA64 NR_002326 9,06 9,14 9,33 8,65 8,90 8,83 -1,31 0,0350 
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SNORA54 NR_002982 8,13 8,14 7,95 7,77 7,68 7,61 -1,31 0,0096 
TMEM74 NM_153015 5,87 5,82 5,88 5,36 5,45 5,62 -1,30 0,0327 
NFATC2IP NM_032815 8,90 9,23 9,07 8,52 8,75 8,79 -1,30 0,0237 
BCAS4 NM_017843 6,37 6,68 6,56 6,87 7,05 6,83 1,30 0,0279 
JAK2 NM_004972 9,19 8,96 9,09 9,74 9,30 9,34 1,30 0,0460 
STRADB NM_018571 6,45 6,39 6,83 6,86 6,68 7,28 1,30 0,0180 
RNA5SP194 
ENST00000
364662 
6,09 6,14 5,48 6,37 6,52 5,98 1,31 0,0250 
CPXM1 NM_019609 6,28 6,26 6,31 6,66 6,58 6,77 1,31 0,0100 
SEPHS1 NM_012247 10,67 10,64 10,38 10,94 11,16 10,78 1,32 0,0334 
ZFYVE9 NM_004799 5,78 6,08 5,77 6,15 6,47 6,21 1,32 0,0027 
MAP3K8 AB209539 9,05 8,97 9,01 9,53 9,31 9,41 1,32 0,0089 
HIST2H3D 
NM_001123
375 
8,65 9,83 9,16 9,17 10,29 9,40 1,32 0,0410 
MIR3936 NR_037500 5,02 5,41 5,30 5,26 5,95 5,73 1,33 0,0460 
KHDC1L 
NM_001126
063 
4,93 5,06 4,86 5,19 5,61 5,29 1,33 0,0380 
NTF4 NM_006179 5,19 5,32 5,38 5,65 5,80 5,67 1,33 0,0204 
CCNE2 NM_057749 6,29 6,66 6,96 6,66 7,07 7,42 1,33 0,0044 
TLE4 NM_007005 5,90 6,01 6,13 6,35 6,46 6,48 1,33 0,0063 
FAM171A1 
NM_001010
924 
8,04 8,40 8,75 8,61 8,84 9,01 1,34 0,0454 
IFI44L NM_006820 7,59 7,51 7,84 8,12 7,94 8,15 1,34 0,0198 
CLEC18A NM_182619 4,99 5,32 5,10 5,30 5,75 5,61 1,34 0,0198 
MAOA 
NM_001270
458 
8,29 8,65 8,15 8,65 9,16 8,57 1,34 0,0104 
ALPI NM_001631 5,67 5,65 5,25 6,10 6,03 5,73 1,35 0,0045 
PDE4D 
NM_001165
899 
5,70 5,82 6,20 6,28 6,17 6,56 1,35 0,0305 
MIR548AL NR_039710 7,52 7,05 6,95 8,08 7,38 7,36 1,35 0,0240 
BMPR1B NM_001203 8,00 7,86 7,83 8,62 8,20 8,19 1,35 0,0398 
RNA5SP20 
ENST00000
515976 
5,36 5,65 5,95 5,96 6,05 6,26 1,35 0,0365 
GMFG NM_004877 6,58 5,86 6,50 7,06 6,29 6,91 1,36 0,0024 
RNF5P1 NR_003129 5,57 5,40 5,52 6,02 5,82 5,98 1,36 0,0006 
CLYBL AK095506 5,24 5,28 5,04 5,63 5,61 5,66 1,36 0,0365 
OTTHUMG0
0000074314 
OTTHUMT0
0000157906 
7,41 7,61 7,82 7,93 8,08 8,18 1,36 0,0106 
PPP2R3A NM_002718 6,98 7,22 6,87 7,47 7,75 7,19 1,36 0,0211 
C1QTNF1-
AS1 
NR_040018 5,27 5,49 5,50 5,69 5,81 6,11 1,36 0,0343 
MYH15 NM_014981 5,14 6,00 6,08 5,80 6,33 6,44 1,37 0,0500 
SGPL1 NM_003901 8,49 9,04 8,94 9,00 9,46 9,37 1,37 0,0040 
KIF5C NM_004522 7,16 7,52 7,52 7,76 7,84 7,97 1,37 0,0302 
EPB41L4A 
ENST00000
261486 
5,56 5,34 5,88 6,12 5,93 6,16 1,39 0,0414 
YPEL3 NM_031477 7,54 7,17 7,58 8,14 7,73 7,86 1,39 0,0414 
FAM178B 
ENST00000
417561 
6,53 6,89 6,38 7,22 7,25 6,76 1,40 0,0454 
OTTHUMG0
0000159250 
OTTHUMT0
0000354086 
4,79 5,08 5,69 5,34 5,64 6,04 1,40 0,0187 
GPR15 NM_005290 9,37 9,61 10,03 9,97 10,07 10,43 1,40 0,0152 
TLR7 NM_016562 6,98 7,34 7,32 7,49 7,89 7,73 1,40 0,0059 
TWF1 NR_073472 9,82 9,65 9,69 10,34 10,04 10,27 1,41 0,0131 
SBDSP1 NR_024110 5,85 5,55 5,68 6,28 6,14 6,13 1,41 0,0106 
ANXA8 
NM_001271
702 
7,11 8,17 8,10 7,68 8,66 8,55 1,41 0,0047 
ERLIN1 NM_006459 8,75 9,08 8,90 9,39 9,57 9,28 1,42 0,0218 
XIRP1 NM_194293 6,27 7,08 6,86 6,64 7,66 7,45 1,43 0,0183 
SH3RF1 NM_020870 7,89 7,96 8,17 8,41 8,52 8,64 1,43 0,0026 
HIST1H2BH NM_003524 6,89 7,69 6,92 7,61 8,12 7,33 1,43 0,0344 
IRF1 NM_002198 9,12 8,45 9,01 9,72 8,99 9,44 1,44 0,0093 
SLFN5 NM_144975 8,00 7,73 8,84 8,52 8,16 9,51 1,46 0,0172 
HGSNAT NM_152419 6,41 6,59 7,29 6,98 7,03 7,96 1,47 0,0142 
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ADAM20P1 NR_037933 5,62 5,02 5,49 6,37 5,59 5,87 1,48 0,0347 
ANXA8L1 
NM_001098
845 
6,92 8,08 7,98 7,53 8,59 8,59 1,49 0,0030 
ZNRF2P1 NR_003502 6,13 5,66 6,80 6,87 6,33 7,19 1,51 0,0290 
ZFHX3 
ENST00000
397992 
8,46 8,80 8,49 9,19 9,38 8,98 1,52 0,0137 
LINC00636 NR_015394 5,96 6,88 6,01 6,62 7,47 6,59 1,52 0,0016 
ALOX15 NM_001140 5,00 4,79 5,10 5,63 5,39 5,70 1,53 0,0003 
GTF2IRD2 NM_173537 4,92 4,06 5,17 5,61 4,69 5,73 1,54 0,0034 
OTTHUMG0
0000015096 
OTTHUMT0
0000041327 
3,90 5,40 4,59 4,57 5,94 5,33 1,57 0,0079 
LOC100996
357 
XR_171564 5,28 5,39 5,53 5,80 6,16 6,20 1,58 0,0112 
SLAMF1 
ENST00000
302035 
6,41 5,85 6,53 7,02 6,62 7,19 1,60 0,0052 
PTP4A3 
ENST00000
329397 
8,90 8,71 8,88 9,66 9,54 9,36 1,62 0,0231 
SNORA31 NR_002967 4,83 3,49 5,40 5,67 4,44 5,83 1,67 0,0441 
SMAD4 
ENST00000
452201 
5,10 5,25 5,27 6,08 6,04 5,80 1,69 0,0284 
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